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RESUMO 

 

Os inibidores do tipo Bowman-Birk (BBI) são proteínas contendo dois domínios inibitórios 

distintos para enzimas tripsina- e quimotripsina-símile. Muitos trabalhos mostram o uso 

desses inibidores como agentes anti-cancerígenos, no entanto, estudos prévios do nosso 

laboratório revelaram uma biodistribuição limitada do BBI. Peptídeos sintéticos análogos aos 

domínios inibitórios do BBI também apresentaram baixa biodisponibilidade, possivelmente 

devido à degradação. Com o objetivo de construir inibidores mais estáveis foram adicionados 

motivos do tipo dedo de zinco – sequências de aminoácidos com reconhecida função 

estabilizadora. Esses inibidores (CPI- e HPI-trip, para tripsina e CPI- e HPI-quimo, para 

quimotripsina) foram comparados ao inibidor nativo e às suas respectivas alças de inibição 

YCT-trip e YCA-quimo. A estabilidade dessas espécies químicas foi testada do ponto de vista 

térmico, redutor e de resistência à hidrólise. Os peptídeos sintéticos contendo dedo de zinco 

mostraram comportamento similar aos inibidores convencionais. A atividade biológica dos 

inibidores foi avaliada no complexo proteolítico proteassoma 20S de Ratos Wistar e em 

membrana corioalantóica de Gallus gallus domesticus. Os inibidores de quimotripsina 

apresentaram atividade inibitória sobre o proteassoma 20S, mas não geraram alterações na 

membrana corioalantóica. Da mesma forma, os análogos contendo o motivo dedo de zinco 

apresentaram baixa atividade tanto no proteassoma quanto na membrana. Por outro lado, os 

inibidores de tripsina apresentaram atividade inibitória sobre o proteassoma e produziram 

respostas anti-angiogênicas na concentração de 100 nM, de maneira relacionada à atividade 

da pentamidina, – uma droga com elevada atividade anti-tripsina. Ao contrário da 

pentamidina, o inibidor Bowman-Birk é considerado isento de toxicidade em humanos, 

colocando essa classe de inibidores como potenciais drogas anti-angiogênicas.  
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ABSTRACT 

 

 

Bowman-Birk inhibitors (BBI) are proteins containing two distinct inhibitory domains for 

trypsin- and chymotrypsin-like enzymes. Several studies demonstrate the use of these 

inhibitors as anticancer agents, however, previous works from our laboratory showed a 

limited biodistribution of BBI. Synthetic peptides, analogous to the inhibitory domains of 

BBI, also revealed low bioavailability, possibly due to degradation. Aiming for more stable 

inhibitors, we added zinc finger motifs - amino acid sequences with known stabilizer function. 

These inhibitors (CPI and HPI-trip, anti-trypsin, and CPI and HPI-quimo, anti-chymotrypsin) 

were compared to the native inhibitor and their respective cyclic peptides YCT-trip and YCA-

quimo. These chemical species were tested for their stability. We evaluated thermal, reducing 

and hydrolysis resistance. The synthetic peptides containing the zinc finger motif showed 

similar behavior to conventional inhibitors. The biological activity of the inhibitors was 

evaluated in the proteolytic complex 20S proteasome from Wistar Rat and chorioallantoic 

membrane from Gallus gallus domesticus. Chymotrypsin inhibitors showed inhibitory activity 

on the 20S proteasome, but no changes were observd in chorioallantoic membrane. Similarly, 

the analogs containing the zinc finger motif showed low activity on both the proteasome and 

the membrane. Moreover, inhibitors of trypsin presented inhibitory activity on the proteasome 

and produced anti-angiogenic responses in a concentration of 100 nM, related to the activity 

of pentamidine, - a drug with high anti-trypsin activity. Unlike pentamidine, Bowman-Birk 

inhibitor is considered to be free of toxicity in humans, placing this class of inhibitors as 

potential anti-angiogenic drugs.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Inibidores de proteases  

 

Proteases são enzimas que hidrolisam ligações peptídicas e representam 

aproximadamente 2% do total de proteínas celulares, sendo normalmente sintetizadas sob a 

forma de zimogênio e ativadas por ação de outras proteases ou através de processo 

autocatalítico (Turk, 2006). De acordo com a posição da ligação peptídica a ser clivada, 

podem ser divididas em exopeptidases - que atuam a partir das regiões N e/ou C terminal - ou 

endopeptidases, as quais clivam ligações peptídicas internas (Otlewski et al., 2005). Podem 

ser ainda divididas em cinco subclasses, com base em seu sítio ativo: metalo-proteases, 

serino-proteases, cisteíno-proteases, aspártico-proteases e treonino-proteases. Dentre tais 

enzimas, aproximadamente um terço pode ser classificada como serino-proteases (Barrett, 

1986), as quais são assim denominadas por possuírem um mecanismo catalítico comum que 

envolve um resíduo de serina (Ser-195) no sítio ativo (Voet  et al., 2000). 

Quanto à especificidade pelo substrato, são observadas diferenças dentro da família 

das serino-proteases, apesar de seu sítio ativo ser bastante conservado no que se refere à tríade 

catalítica (His57, Asp102 e Ser195) (Ishida, 2006). Como exemplo, as principais enzimas 

pertencentes a esse grupo, tripsina e quimotripsina, reconhecem substratos diferentes apesar 

de apresentarem alta similaridade estrutural (Perona et al., 1995). A tripsina hidrolisa ligações 

peptídicas na extremidade carboxila de L-aminoácidos básicos, como a arginina (Arg) e a 

lisina (Lys), enquanto a quimotripsina catalisa a hidrólise de ligações após resíduos de leucina 

(Leu), fenilalanina (Phe) e tirosina (Tyr). Assim, muitos peptideos naturais inibidores de 

tripsina possuem uma arginina ou lisina, que se ligam ao sítio ativo da enzima, localizado na 

vizinhança da tríade catalítica responsável pela catálise (Bertrand et al., 1996). 

Nesse sentido, a homeostase celular requer um equilíbrio entre proteases e seus 

inibidores endógenos. Quando esse equilíbrio é perdido em favor das proteases, podem-se 

desencadear processos inflamatórios, artrites reumatóides e angiogênese patológica (Puente  

et al., 2003). Além disso, estudos demonstram que pelo menos três famílias de proteases – 

serino, cisteíno e metalo-proteases – estão envolvidas no desenvolvimento tumoral (Powers et 

al., 2002). A tripsina, por exemplo, está envolvida nos processos de progressão tumoral, 

contribuindo para a degradação da matriz extracelular, ativando metalo-proteases e 
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modulando o comportamento celular através da ativação de receptores, tais como os 

receptores de plasminogênio e de fatores de crescimento (Kennedy et al., 2002). Ao passo que 

diferentes tipos de inibidores de proteases podem prevenir a carcinogênese, os que se 

mostram mais eficientes contra esse processo são os que atuam sobre a quimotripsina ou 

proteases quimotripsina-símile (Koblinski et al., 2000). 

Inibidores de proteases (endógenos ou sintéticos) atuam como pseudo-substratos 

exibindo afinidade aos sítios catalíticos da enzima, e podem ser classificados em dois grupos: 

inibidores peptidomiméticos de baixo peso molecular e inibidores proteicos compostos de 

uma ou mais cadeias peptídicas (Fear et al., 2007). Estes inibidores são amplamente 

distribuídos na natureza, estando presentes em animais, plantas e microorganismos, nos quais 

controlam a proteólise dentro do próprio organismo ou inativam proteases de espécies 

predadoras. Particularmente, as plantas são boas fontes de inibidores de protease, nas quais 

esses compostos protegem contra doenças, pragas e consumo por herbívoros (Ryan, 1990). Os 

inibidores de proteases mais bem estudados e caracterizados até o momento são os inibidores 

de serino-proteases, que apresentam inibição estritamente competitiva (Richardson, 1991).  

Estudos epidemiológicos corroboram os efeitos supracitados e correlacionam o 

consumo de alimentos ricos em inibidores de proteases à redução da incidência de diversos 

tipos de cânceres (Kelloff et al., 2000). Dentro desse contexto, existem vários inibidores de 

proteases que fazem parte da dieta humana e que possuem a habilidade de inibir enzimas 

quimotripsina-símiles. A soja é um exemplo de leguminosa rica em componentes com 

reconhecida ação anticarcinogênica, incluindo ácido fitico, saponinas, isoflavonóides e 

inibidores de serino-proteases, os quais representam aproximadamente 6% do total de 

proteínas encontradas em sua composição (Messina & Barnes, 1991). Dentre os inibidores de 

proteases, encontram-se os inibidores de tripsina do tipo Kunitz (KTI) e os inibidores 

Bowman-Birk (Losso, 2008). Todavia, os inibidores Bowman-Birk são reconhecidamente os 

mais potentes agentes antitumorais presentes nas sojas (Kennedy et al., 2002).  

 

1.2. Inibidores do tipo Bowman Birk  

 

Os inibidores do tipo Bowman-Birk (BBI) são inibidores proteicos de serino-proteases 

isolados pela primeira vez em sementes de soja por Bowman, em 1946, e caracterizados por 

Birk e colaboradores em 1963, sendo posteriormente identificados em outras leguminosas e 
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gramíneas (Clemente et al., 2011). Os BBI’s encontrados na soja são proteínas de baixo peso 

molecular (aproximadamente 8KDa) geralmente compostos por 71 resíduos de aminoácidos 

(Losso, 2008). Possuem sete pontes dissulfeto que permitem a formação de uma estrutura 

assimétrica composta por dois sítios reativos independentes que inibem, de forma reversível, 

as enzimas semelhantes à tripsina e quimotripsina (Figura 1) (Deshimaru et al. 2004). Cada 

sítio reativo é formado por nove resíduos de aminoácidos, e a característica estrutural mais 

interessante do BBI é a ausência de uma “cavidade hidrofóbica”, característica marcante em 

proteínas globulares e maior responsável pelo arranjo e estabilidade dessas (Barbosa et al., 

2007).  

Devido à variabilidade dos aminoácidos presentes no sítio ativo, os BBI’s possuem 

diferentes especificidades, sendo moléculas com potencial para inibir além da tripsina e 

quimotripsina, outras serino–proteases envolvidas na regulação de sistemas fisiológicos de 

organismos superiores. Assim, além dessas enzimas, o BBI pode inibir a catepsina G, elastase 

(Larionova et al., 1993) e cimase (Ware et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Estrutura do BBI da soja. À direita está representado o sítio inibitório para a quimotripsina (Leu – Ser, 

bolas brancas), e do lado esquerdo o sítio inibitório para a tripsina (Lys – Ser, bolas pretas). Adaptado de Safavi 

& Rostami (2012). 

 

1.2.1. Resíduos envolvidos na interação com as enzimas proteolíticas  

 

As posições dos aminoácidos do inibidor proteico são definidas de acordo com o 

aminoácido que interage com o resíduo catalítico da enzima proteolítica (Ishida, 2006). Esse 

aminoácido sofrerá um ataque nucleofílico sobre a carbonila da ligação peptídica, que será 
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quebrada. O aminoácido presente nessa posição é denominado P1 e aqueles que se situarem à 

montante da carbonila envolvida na hidrólise serão numerados gradativamente, P2, P3, e 

assim sucessivamente, e os aminoácidos que se situarem à jusante daquele serão numerados 

da seguinte forma: P1’, P2’ e assim por diante (Figura 2). Os sítios de interação da enzima em 

posições correspondentes aos aminoácidos do peptídeo que se acomodam no sítio catalítico 

são denominados S1, S2, S1’, S2’ (Gariani et al., 1999).  

A complementaridade estrutural do sítio reativo do BBI ao sítio ativo da enzima a ser 

inibida propicia uma ligação reversível de alta afinidade entre o inibidor e a protease. O 

encaixe adequado nos sítios enzimáticos impede as mudanças conformacionais necessárias à 

catálise, gerando um complexo típico enzima-inibidor com uma barreira energética 

desfavorável à hidrólise (Sattar et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Esquema representativo da interação entre tripsina (domínios identificados em magenta e verde) e um 

inibidor Bowman-Birk (representado em modelo de bastões e bolas). Adaptado de Sattar et al., 2004. 

 

Jensen e colaboradores (1996) afirmam que após a formação do complexo, o BBI é 

clivado muito lentamente e estudos de avaliação da taxa de hidrólise por tripsina de peptídeos 

sintéticos derivados do BBI, comprovam essa afirmação. Nesses ensaios, após incubação dos 

inibidores com a enzima, essa apresentou atividade residual crescente em função do tempo, a 

qual foi atribuída à hidrólise do inibidor (Gariani et al., 1999).  

Ainda quanto sua estrutura, embora as análises das seqüências das alças de inibição 

revelem que essas sejam extremamente conservadas (McBride  et al., 1998) o BBI apresenta 

variações pontuais muito importantes que podem modificar suas especificidades; as posições 
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mais relevantes são P1 e P2'. Variações na posição P2’ resultam em diferenças na estabilidade 

do inibidor quanto à sua velocidade de hidrólise (Gariani et al., 1999). Nos inibidores para 

tripsina essas variações são muito importantes, visto que S2’ constitui o sítio alostérico da 

enzima (Andrade & Mares-Guia, 1990).  

  

1.2.2. Inibidores Bowman Birk como agentes preventivos do câncer e doenças 

neurodegenerativas 

 

Vários estudos demonstraram que o BBI possui a capacidade de supressão de câncer 

em diferentes espécies animais e em diferentes órgãos e tecidos quando administrados na 

dieta, ou aplicados de forma intravenosa e intraperitoneal (Kennedy, 1998). Esse inibidor tem 

sido utilizado em sua forma purificada (PBBI) ou na forma de extrato de soja enriquecido ou 

concentrado em BBI (BBIC). Ambas as formas apresentam atividades semelhantes, 

suprimindo o processo carcinogênico induzido quimicamente ou por radiação, em sistemas in 

vitro e in vivo, em concentrações molares extremamente baixas (Billings et al., 1990). 

Dessa forma, o extrato de soja enriquecido em BBI (BBIC) alcançou status de “novo 

medicamento investigativo” pela Food and Drug Administration (FDA) em 1992, e testes 

para avaliar a atividade anti-carcinogênica do BBI em populações humanas estão em 

andamento por mais de uma década com eficácia clínica e mínima toxicidade (Armstrong et 

al., 2000; Kennedy, 2002). Em experimentos com células normais, Yavelow e colaboradores 

(1985) observaram a supressão da transformação celular maligna induzida por raios-X, após o 

tratamento das células com BBI. Esses dados indicam que o inibidor parece agir 

seletivamente sobre células malignas, sendo sua toxicidade praticamente nula em células 

normais. Como mostrado por Dittmann e colaboradores (2008), em experimentos com 

fibroblastos submetidos à radiação, o BBI exerceu efeito radioprotetor, com consequente 

aumento da sobrevivência, apenas sobre células normais. Células com mutações no gene 

TP53 (presentes em tumores malignos) tornaram-se mais susceptíveis à radiação. Os autores 

atribuíram essa seletividade à capacidade do BBI de aumentar a internalização nuclear de 

fatores responsáveis pela reparação do DNA, aos quais a proteína TP53 liga-se para a 

formação do complexo de reparo. Desse modo, a ocorrência de mutações no gene TP53 

diminuiria a eficiência do reparo de danos ao DNA causados por radiação, aumentando o 

impacto da radioterapia sobre células cancerosas.     
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O BBI também reduz a sobrevivência de células cancerígenas de ovário humano de 

maneira dose-dependente e para alguns tipos de câncer em que o crescimento das células 

tumorais é lento, como tumores de próstata, o BBI pode ser considerado como agente 

terapêutico (McCormick et al., 2007). Malkowicz e colaboradores (2001) realizaram ensaios 

clínicos de fase I com pacientes portadores de hiperplasia prostática benigna e observaram 

que após seis meses de tratamento com BBIC esses pacientes apresentaram redução dos níveis 

plasmáticos de PSA e do tamanho das lesões. Kennedy e Wan (2002) também verificaram a 

inibição do crescimento de células cancerígenas de próstata humano, protegendo-as de lesões 

metastáticas, sem afetar células epiteliais normais da próstata.  

Resultados dos estudos clínicos de fase I e II com pacientes portadores de leucoplasia 

oral mostraram que os pacientes tratados com BBIC tiveram melhora do quadro clínico, boa 

tolerância ao inibidor administrado oralmente e não apresentaram nenhum sinal de toxicidade 

(Armstrong et al., 2000).  

A adição de BBI na dieta reduziu a incidência de adenocarcinoma de cólon em 

modelos animais com carcinoma induzido e em animais geneticamente modificados 

susceptíveis a cânceres espontâneos nessa região (Billings et al., 1990; Kennedy et al., 1996). 

Caccialupi e colaboradores (2010) também verificaram tais propriedades anti-proliferativas 

sobre células de câncer de cólon humano.   

O BBI também se mostrou ativo sobre células epiteliais de mama humana. Nesse 

modelo, além da atividade anti-proteásica típica, o inibidor mostrou influência sobre a 

apoptose e a permeabilidade da membrana lisossomal de células MCF-7 de câncer de mama, 

revelando novos alvos celulares e mecanismos anti-cancerígenos para o BBI (Joanitti et al., 

2010). Na mesma linhagem de células, o BBI diminuiu a taxa de crescimento celular de 

maneira associada à inibição da atividade quimotripsina-símile do proteassoma. O tratamento 

com o inibidor levou ao acúmulo de substratos poli-ubiquitinados incluindo reguladores do 

ciclo celular (Chen et al., 2005).  

Além de um agente promissor contra o câncer, alguns trabalhos reportam que a 

capacidade do BBI de inibir diversas proteases (como elastase de leucócitos, catepsina G e 

cimase de mastócitos), lhe confere propriedades anti-inflamatórias (Dai et al., 2012). 

Somados aos efeitos relacionados à inibição de proteases, outros trabalhos mostraram que o 

BBI pode diminuir a inflamação por meio da regulação de citocinas pró e anti-inflamatórias. 

A proteção oriunda dessa capacidade imunorregulatória mostra-se especialmente importante 
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em doenças que afetam o sistema nervoso central (SNC), como é o caso da encefalomielite 

autoimune e processos inflamatórios que se seguem a infecções. Em ensaios com células 

neuronais, o inibidor exerceu efeito protetor ao diminuir a liberação de interleucina 1β, 6 e 

TNFα – citocinas neurotóxicas – em células de macrófagos ativados por lipopolissacarídeos 

bacterianos, além de aumentar a expressão de IL-10, uma importante citocina 

imunomodulatória (Li et al., 2011). O aumento nos níveis de IL-10 foi observado também em 

animais, onde o BBI diminuiu a infiltração do cordão espinhal por células inflamatórias bem 

como alterou a expressão de suas moléculas de adesão, eliminando a inflamação do SNC em 

ensaios de encefalomielite autoimune experimental. Esses estudos dão base ao uso do BBI no 

tratamento oral de doenças neuronais (Gran et al., 2006; Safavi & Rostami, 2012). 

O efeito quimiopreventivo do BBI é também associado com o controle do processo de 

apoptose e divisão celular, via inibição do proteassoma, um importante complexo proteolítico 

regulador de substratos protéicos intracelulares (Voutsadakis, 2008). O sistema ubiquitina-

proteassoma é essencial para a manutenção da maquinaria celular eucariota, atuando na 

regulação de vários processos fisiológicos, sendo considerado um alvo emergente para a 

terapia do câncer (Tanaka, 2009). O centro catalítico deste complexo, denominado 

proteassoma 20S, é formado por 28 subunidades agrupadas em duas famílias: as subunidades 

β das quais 3 são catalíticas e as subunidades α estruturais. As subunidades catalíticas 

possuem atividade do tipo caspase-símile, tripsina-símile e quimotripsina-símile (Kisselev et 

al., 2006). 

 

1.2.3. Peptídeos sintéticos derivados do inibidor Bowman-Birk 

 

Com o intuito de identificar o papel de resíduos de aminoácidos específicos no 

processo inibitório, vários peptídeos sintéticos consistindo de um único domínio de inibição 

têm sido produzidos (McBride et al., 2002). Alguns estudos demonstraram que um peptídeo 

monocíclico composto por nove resíduos análogo ao loop de tripsina foi suficiente para 

preservar as propriedades inibitórias do inibidor nativo (Nishino et al., 1977).  

A importância de estudos sobre a avaliação da relação estrutura-atividade de peptídeos 

sintéticos foi mostrada também por Fernandez e colaboradores (2007). Os autores, por meio 

de modelagem computacional e experimentos de phage display e ELISA, levantam a 

possibilidade da construção de peptídeos sintéticos baseados nas cabeças inibitórias do BBI e 
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que apresentem as características necessárias para a interação tanto com a tripsina quanto com 

a quimotripsina no mesmo loop de resíduos. 

Recentemente, foi caracterizado um octadecapeptídeo isolado da secreção cutânea do 

sapo Huia versabilis, que contém um loop peptídico de 11 resíduos com um sítio reativo P1-

P1’ (Lys8-Ser9) entre duas cisteínas, assemelhando-se as alças inibitórias dos BBI. Uma 

replicata desse peptídeo, nomeada HV-BBI, foi sintetizada e analisada quanto sua atividade 

anti-tripsina e anti-quimotripsina. Quando sintetizado em sua forma nativa (com um resíduo 

de lisina na posição P1), o peptídeo mostrou-se um potente inibidor de tripsina com Ki de 

19nM. A substituição desse resíduo por arginina resultou em uma redução significante da 

potência (Ki 57 nM), enquanto que a substituição por fenilalanina resultou na abolição 

completa da atividade inibitória da tripsina (Song et al., 2008). Debowski e colaboradores 

(2012) mostraram que a substituição por um resíduo de fenilalanina na posição P1 no 

peptídeo original (com 18 resíduos) acarretou na troca da especificidade de tripsina por 

quimotripsina, e a retirada dos dois primeiros resíduos da sequência (externos ao loop) 

conferiu propriedades antimicrobianas contra S. aureus e E. coli ao HV-BBI. 

Apesar dos diversos efeitos alcançados em experimentos in vitro, a aplicação de 

peptídeos na prevenção ou tratamento do câncer e outras doenças é dificultada pela sua curta 

meia-vida plasmática e pobre absorção gastrointestinal (Wang & Shen, 2000). Estudos 

prévios do nosso laboratório mostraram que o inibidor obtido de semente da planta 

Macrotyloma axillare (BBIM) apresentou distribuição limitada ao interior dos vasos 

sanguíneos, com pequena distribuição para os tecidos (Santos, 2006).  Alternativamente, o 

uso de peptídeos sintéticos mimetizando os domínios inibitórios de tripsina e quimotripsina 

do BBI apresentaram apenas 5% de biodisponibilidade, possivelmente devido à degradação 

(Amorin, 2009). Esses resultados incentivam a construção de peptídeos sintéticos com maior 

estabilidade e que conservem a atividade biológica dos homólogos naturais. Além disso, a 

síntese de peptídeos mostra vantagem sobre processos de enriquecimento de extratos naturais 

e expressão heteróloga, no que tange à pureza do produto final. Especificamente no caso do 

BBI, as etapas de purificação do inibidor não eliminam completamente a contaminação por 

lunasina, outra proteína encontrada em extratos vegetais, levando à suposições sobre a 

atividade conjunta de ambos em ensaios de atividade biológica (Hernandez-Ledesma et al., 

2009). A presença de contaminantes proteicos é abolida em amostras de peptídeos sintéticos, 

reduzindo a possibilidade de alteração dos resultados. 
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1.3. Pentamidina 

 

Como citado anteriormente, as serino proteases tripsina-símile desempenham funções 

essenciais em muitos processos fisiológicos (Puente  et al., 2003). Esta classe de enzimas 

constitui um importante alvo para a química medicinal contemporânea, uma vez que muitas 

doenças estão relacionadas com falhas na regulação metabólica mediada por elas (Talhout & 

Engberts, 2001). Como alternativa para a inibição da atividade desregulada dessas proteases 

devem ser ressaltados os inibidores sintéticos, que muitas vezes são baseados em grupos 

análogos aos substratos dessas enzimas. Por exemplo, a benzamidina, cuja estrutura mimetiza 

a da arginina, é o componente primário de muitos inibidores maiores e mais complexos 

(Talhout et al., 2003). Várias estruturas de enzimas tripsina-símile foram elucidadas em 

complexos com inibidores sintéticos análogos a benzamidina (Perilo et al., 2010).  

O isotionato de pentamidina [l, 5-bis (4-amidinofenoxi) pentano], uma diamidina 

aromática, é uma droga não-peptídica desenvolvida como agente anti-protozoário em 1940 

para utilização no tratamento de doenças como a doença do sono Africano e kala-azar indiano 

causada por tripanossomas. Embora produza reações adversas geralmente graves, o fármaco 

tem se mostrado muito eficaz na redução da mortalidade e morbidade causadas por esses 

parasitos (Parker et al., 1993). A estrutura da pentamidina é formada por duas moléculas de 

benzamidina unidas entre si por um ligante dioxipentano, semelhante a um par de resíduos de 

aminoácidos básicos (arginina) em um dipeptídeo, como mostrado na figura 3.  

Atualmente, a pentamidina é o princípio ativo da droga Pentacarinat
® 

usada no 

tratamento da pneumonia causada por Pneumocystis carinii (PCP) uma infecção oportunista 

comum e potencialmente fatal apresentada por pacientes que sofrem da síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS) (Hildebrandt et al., 1998). O fármaco também é utilizado 

em tratamentos da leishmaniose causada por Trypanosoma brucei gambiense (Kobayashi et 

al., 2010). Embora o tratamento desses parasitas com o fármaco tenha a duração de três 

semanas e a profilaxia possa se estender por nove meses, o uso da pentamidina era feito até a 

década de 80, sem o conhecimento de muitos de seus efeitos potenciais em longo prazo sobre 

o hospedeiro. Nesse sentido, trabalhos com linfoblastóides e hepatócitos humanos mostraram 

que a pentamidina não apresenta atividade mutagênica ou clastogênica, além de não afetar a 

viabilidade celular em baixas concentrações. No entanto, a administração prolongada do 

http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmaco
http://pt.wikipedia.org/wiki/Leishmaniose
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Trypanosoma_brucei&action=edit&redlink=1
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fármaco diminuiu a taxa de crescimento e alterou a morfologia de hepatócitos (Connor & 

Trizna, 1992; Parker et al., 1993).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Estrutura química da pentamidina (à esquerda) e ligação do fármaco e de outros derivados da 

benzamidina ao sítio ativo da β-tripsina bovina (à direita), com as múltiplas conformações adotadas pela cadeia 

lateral da Glutamina (Gln192): -tripsina/pentamidina (azul escuro), -tripsina/diminazeno-A (amarelo) e -

tripsina/diminazeno-B (azul claro). Adaptado de Perilo et al., 2010.  

 

Quanto à via de administração da pentamidina, no caso do tratamento e profilaxia da 

PCP em pacientes com AIDS, sua inalação tem se mostrado mais eficiente e menos danosa do 

que sua administração parenteral (Selik et al., 1987). Além da diminuição da toxicidade, a 

pentamidina inalada atinge concentrações muito maiores na superfície bronquioalveolar com 

mínima absorção e nenhum efeito sistêmico significante (Monk & Benfield, 1990). 

Grande parte dos efeitos provenientes da administração de pentamidina é devido a sua 

capacidade de se ligar ao sulco menor do DNA e inibir a replicação e a síntese de proteínas 

(Hildebrandt et al., 1998). Por outro lado, alguns estudos apontam sua ação direta sobre 

enzimas envolvidas na reparação de danos no DNA, e ressaltam a possibilidade do seu uso 

como agente anticancerígeno. Chow e colaboradores (2004) mostraram o efeito negativo da 

pentamidina sobre a viabilidade de diferentes linhagens de células tumorais e atribuíram esse 

fenômeno à inibição da enzima endo-exonuclease, a qual é responsável pelo reparo de danos 

na dupla fita de DNA e é expressa em um nível oitenta vezes maior em células tumorais. A 

pentamidina também se mostrou efetiva na inibição de outras proteínas envolvidas no sistema 
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de reparação do DNA, diminuindo a eficiência da formação e da atividade do complexo de 

reparo por meio da inibição de enzimas envolvidas na acetilação de histonas e clivagem de 

regiões alteradas do DNA (Kobayashi et al., 2010). Ainda no que tange acerca de seus efeitos 

sobre células cancerígenas, o fármaco pode prevenir a diferenciação precoce de células de 

leucemia mielóide humana em cultura (Klemes et al., 1984).    

Além da interação com enzimas envolvidas no processamento de DNA, a 

pentamidina, assim como alguns de seus derivados, apresenta atividade antiproteolítica, 

especialmente sobre proteases tripsina-símiles (Pućkowska et al., 2008). Essa capacidade de 

inibição seria uma das explicações para as propriedades anti-inflamatórias do fármaco, como 

discutido por Rosenthal e colaboradores (1991). Os autores relatam que a pentamidina regula 

a interleucina pró-inflamatória IL-1 de maneira pós-traducional, por meio da inibição da 

clivagem intracelular de seu precursor, impedindo a ação de alguma protease sobre esse. 

 

1.4. Restição conformacional de peptídeos  

 

A maioria dos processos bioquímicos depende do reconhecimento molecular 

específico entre peptídeos ou proteínas e outras moléculas biologicamente ativas. Apesar de 

seus efeitos biológicos, os peptídeos podem ser rapidamente hidrolisados em presença das 

proteases em nosso organismo, apresentando então, baixa atividade quando administrados por 

via oral e/ou plasmática. Outras características relacionadas à dificuldade de transporte, 

excreção rápida pelo fígado ou rins e baixa seletividade, podem também dificultar sua 

utilização em terapêutica (Fear et al., 2007). Estes fatores têm impulsionado a realização de 

estudos que visam desenvolver análogos de peptídeos biologicamente ativos com 

propriedades físicas e químicas capazes de aumentar os seus potencias de ação, além de 

alterar suas estabilidades frente à proteases (Machado et al., 2004). 

Alguns peptídeos assumem suas conformações ativas à medida que são 

biossintetizados e liberados dos ribossomos ou mesmo, em alguns casos, com o auxílio de 

chaperonas (Ellis, 1994). Entretanto, a maioria dos peptídeos biologicamente ativos apresenta 

grande flexibilidade conformacional em soluções aquosas, assumindo suas conformações 

ativas somente quando em presença de seus receptores (Schwizer, 1995). Nesse sentido, a 

flexibilidade conformacional é uma vantagem, mas ao mesmo tempo pode ser considerada um 

fator limitante de sua atividade.    
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Esta flexibilidade está ligada às possibilidades de rotação das ligações simples de cada 

resíduo de aminoácido da cadeia peptídica. A restrição conformacional pode ser utilizada em 

estudos de relação estrutura-atividade e a fixação de uma, ou várias zonas do ligante, 

minimiza o número de conformações da seqüência peptídica, limitando o grau de liberdade 

dos ângulos de torsão φ e ψ. Essa diminuição do número de conformações pode ser obtida 

pela ciclização entre os resíduos (Kiyota, 2000). Outra alternativa é a incorporação de 

restritores conformacionais, tais como ligações duplas, substituição dos constituintes da 

seqüência peptídica por outros aminoácidos, ou ainda a coordenação com metais (Kato et al., 

2009). A otimização dessas características fortalece a possibilidade do uso terapêutico de 

peptídeos biologicamente ativos, podendo melhorar sua biodisponibilidade e suas 

características farmacodinâmicas. Desse modo, o desenho e a síntese de peptídeos 

modificados apresentam-se como uma ferramenta poderosa para o aperfeiçoamento de 

inibidores naturais.   

Dentro desse contexto, a coordenação com metais se mostra uma interessante 

alternativa para a estabilização de peptídeos sintéticos, com base no fato que íons metálicos 

são quelados por ligantes orgânicos ou inorgânicos através de interações freqüentemente 

fortes, seletivas e reversíveis (Winge, 2007). Além disso, complexos metal-ligantes abrangem 

uma variedade de geometrias de coordenação que lhes dão formas únicas, em comparação 

com outras moléculas orgânicas, bem como propriedades termodinâmicas e cinéticas 

particulares (Haas & Franz, 2009). Essa interação metal-ligante propicia que íons metálicos 

auxiliem na estabilização estrutural de proteínas e ácidos nucleicos, entre outras funções 

importantes, sendo muitas dessas desempenhadas pelo íon Zn
2+

.  

O zinco é um dos mais abundantes metais de transição, podendo desempenhar papel 

estrutural, regulatório ou catalítico em proteínas. O Zn (II) estabiliza domínios proteicos, 

sendo considerado um análogo inorgânico das pontes dissulfeto no ambiente redutor do 

citosol (Giedroc et al., 1986). Evidências sugerem que complexos de Zn (II) estrutural 

tetratiolados (S4) em proteínas podem também desempenhar papel regulador através de 

oxidação reversível dos resíduos de cisteína coordenados e deslocamento do Zn (II) ligado 

(Ma et al., 2009).  

         Várias proteínas que interagem com zinco estão envolvidas na replicação do DNA, 

glicólise, regulação do pH e na biossíntese de aminoácidos (Riccardi et al., 2008). Assim, 

como discutido acima, a estrutura de pequenos domínios proteicos é geralmente estabilizada 
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pela formação de pontes dissulfeto ou pela interação com íons metálicos, sendo mais comum, 

a interação com o zinco. A ligação deste metal aumenta a estabilidade térmica e 

conformacional destes pequenos domínios, sem envolvê-lo diretamente na função. Entre tais 

domínios, o mais bem estudado é o motivo denominado dedo de zinco (Klug & Schwabe, 

1995). 

 

1.5. Proteínas com motivos do tipo dedo de zinco 

 

Primeiramente identificadas no fator de transcrição IIIA de Xenopus Laevis (Miller et 

al., 1985), as proteínas com motivos do tipo dedo de zinco estão entre as mais abundantes nos 

genomas eucarióticos (Laity et al., 2001). Tais proteínas apareceram durante a evolução dos 

eucariotos, possivelmente como forma de regulação da homeostase intracelular de zinco 

(Berg & Sun, 1996). Além disso, análises genômicas mostram que a proporção de seqüências 

de proteínas com dedo de zinco codificadas aumenta com a complexidade do genoma. Em 

humanos, as estimativas mais recentes propõem que cerca de 3% dos genes codifiquem esse 

tipo de proteínas (Mackay & Crossley, 1998; Lander et al., 2001).   

O motivo peptídico dedo de zinco compreende uma estrutura terciária estabilizada 

pela coordenação com o íon Zn
2+

 (Klug & Schwabe, 1995), o qual pode interagir com 

diferentes combinações de grupos tiol de resíduos de cisteína e grupos imidazol de resíduos 

de histidina. Em sua estrutura natural, os motivos dedo de zinco apresentam como ligantes 

duas cisteínas e duas histidinas (C2H2), três cisteínas e uma histidina (C3H) ou apenas 

cisteínas (C4) (Iuchi, 2001). Independente dos resíduos presentes no sítio de coordenação, 

todos os tipos de motivos dedo de zinco apresentam geometria tetraédrica e há no mínimo 

dois grupos –SH coordenados com o Zn(II).     

Depois da descoberta e caracterização do motivo C2H2, várias outras classes de 

domínios ligantes de zinco foram descritos e o termo dedo de zinco passou a ser empregado 

para designar qualquer motivo proteico que liga um ou mais íons zinco. Embora 

originalmente classificadas de acordo com a identidade e geometria dos ligantes de zinco 

(Mackay & Crossley, 1998), o crescente número de proteínas descobertas sugere que a 

classificação deva ser baseada em propriedades estruturais. Usando esse método, as classes de 

proteínas dedo de zinco são agrupadas em oito tipos diferentes de acordo com sua 

conformação (Krishna et al., 2003). No entanto, a maioria dos dedos de zinco pertence a dois 
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padrões de dobramento estrutural: o clássico C2H2-símile e o clave de sol (Figura 4). 

(Grishin, 2001; Krishna et al., 2003).  

O grupo C2H2 é caracterizado pela sequencia consenso (F/Y)-X-C-X2-5-C-X3-(F/Y)-

X5-Ψ-X2-H-X3-4-H, onde X é qualquer resíduo de aminoácido e Ψ é qualquer resíduo 

hidrofóbico (Sugiura, 2001). O dedo de zinco C2H2 configura uma estrutura globular 

compacta que contém uma folha β e uma hélice-α mantidas unidas pelo íon Zn central, de 

modo que as duas cisteínas localizam-se na região folha β, e as duas histidinas na região α-

helice (Iuchi, 2001).  

Todas as proteínas com motivos dedo de zinco se ligam aos íons zinco de maneira 

estrutural ao invés de empregá-los em processos catalíticos (Matthews & Sunde, 2002). 

Assim, a estabilidade conformacional conferida por esse motivo propicia a interação entre 

diferentes domínios proteicos e demais biomoléculas como ácidos nucléicos, proteínas, 

ligação com lipídios e seu envolvimento como co-fatores em processos enzimáticos (Mörking 

et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Classificação estrutural dos motivos dedos de zinco. As estruturas são agrupadas em oito grupos 

baseados nas propriedades estruturais ao redor do sítio de ligação ao zinco, sendo três as mais comuns: C2H2-

símile (esquerda), clave de sol (centro) e fita de zinco (direita). Adaptado de Krishna et al., 2003.  

 

A interação do tipo proteína-DNA, envolve os domínios dos grupos C2H2-símile e 

clava de sol, e é realizada pela cadeia lateral dos resíduos de aminoácidos das α-hélices, que 

se ligam à molécula de DNA. Interações adicionais com o esqueleto de fosfato e entre os 

dedos de zinco adjacentes, contribuem para a afinidade (Alberts et al., 1998). Cada dedo de 

zinco se liga de maneira antiparalela a um sítio de três bases no sulco maior do DNA (Iuchi, 

2001). As interações são realizadas por aminoácidos presentes nas α-hélices e loops dos 
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dedos, envolvendo principalmente os aminoácidos –1, 2, 3, e 6, numerados de acordo com o 

início de cada α-hélice (Figura 5) (Elrod-Erickson et al., 1998).   

Dedos de zinco do tipo C2H2 também podem mediar ligações proteína-proteína 

(Mackay & Crossley, 1998), por meio da interação com classes de dedos de zinco ou outros 

motivos proteicos (Matthews & Sunde, 2002). Como exemplo, a proteína REST (fator de 

silenciamento da transcrição do elemento repressor 1) liga-se especificamente à proteína co-

rrepressora CoREST por meio de um dedo de zinco C2H2 (Andres  et al., 1999). A proteína 

WT1 (tumor de Wilms 1) também faz uso de um motivo dedo de zinco clássico para interagir 

com diferentes classes de proteínas, entre as quais está a p53 (Lee & Haber, 2001). Além 

disso, domínios proteicos contendo dois motivos dedos de zinco foram encontrados em várias 

proteínas e interagem diretamente com a proteína quinase C (PKC) (Kuroda et al., 1996).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Esquema das interações entre aminoácidos e bases no DNA no reconhecimento de um sítio de ligação 

por uma proteína com motivos dedos de zinco. 

 

O estudo da estrutura desses motivos poderia facilitar o entendimento sobre as 

interações proteína-proteína mediadas por dedos de zinco. No entanto, entre os motivos C2H2 

envolvidos nesses processos, poucos são os que têm sua estrutura resolvida e nenhuma dessas 

mostra o dedo de zinco mediando a interação proteína-proteína. Exemplos incluem o domínio 

de transativação de ATF-2 e o domínio de dimerização do fator de transcrição Eos, todos 

contendo apenas um motivo C2H2 (Figura 6) (Westman et al., 2004).  
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Figura 6: Comparação estrutural do motivo dedo de zinco em Eos com o motivo dedo de zinco de uma ligação 

ao DNA. As estruturas dos dois conformeros EosC2’ (azul) e EosC2” (amarelo), referentes ao segundo C-

terminal do dedo de zinco C2H2 são mostradas superpostas ao dedo de zinco da MBP-1 (branco). As cadeias 

laterais dos resíduos ligadores de zinco são mostradas em bolas e linhas em azul escuro (para EosC2’), vermelho 

(para EosC2”) e branco (para MBP-1). O íon zinco é mostrado como esfera colorida. Adaptada de Westman et 

al., 2004.  

 

A análise dessas estruturas permite inferir que o dobramento desses dedos de zinco 

C2H2 se assemelha à estrutura ββα típica dos dedos de zinco que se ligam ao DNA. Desse 

modo, as propriedades que determinam a afinidade de alguns dedos de zinco por proteínas 

seriam a mudança em alguns resíduos do domínio e a distribuição de carga na superfície 

desse, a qual é positiva no caso dos dedo de zinco que interagem com a cadeia de fosfato do 

DNA e negativa ou neutra para aqueles com afinidade por proteínas. Essa variação da carga 

(entre neutra e negativa) sugere maior complexidade para as interações dedo de zinco-

proteína, do que para as interações dedo de zinco-DNA (Westman et al., 2004). 

 

1.6. Angiogênese  

 

Novos vasos sanguíneos são formados quando células endoteliais e musculares lisas - 

que formam o revestimento interno e externo dos vasos - crescem em resposta a fatores ou 

sinais específicos (Auerbach et al., 2003). A angiogênese, ou neovascularização, é um 

processo complexo que envolve ativação, adesão, proliferação e transmigração de células 

endoteliais, levando à formação de novos vasos a partir de vasos pré-existentes (Figura 7) 

(Risau, 1997). As células endoteliais devem primeiro escapar da sua localização estável 
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através da ruptura da membrana basal e migrar em direção a um estímulo angiogênico, tal 

como o que pode ser liberado a partir de células tumorais, linfócitos ativados, ou macrófagos 

associados a feridas (Carmeliet, 2000).  

Dentro desse contexto, existe ainda a vasculogênese, processo no qual os precursores 

das células endoteliais, denominados angioblastos, surgem no mesoderma da vesícula 

vitelínica e organizam-se em agregados celulares ou ilhotas sanguíneas, diferenciando-se em 

uma rede vascular primordial. Posteriormente, durante a angiogênese, ocorre uma 

remodelagem da vascularização primária e novos capilares surgem a partir dos vasos 

primordiais, organizando uma rede vascular estável e complexa, com vasos sanguíneos de 

tamanhos diferentes (Tobelem, 1990).   

Podem ser descritos dois mecanismos distintos de angiogênese: brotamento (Risau, 

1997) e intussuscepção (Patan et al., 1996). A angiogênese por brotamento consiste na 

proliferação das células endoteliais e formação de um broto de células endoteliais conectado 

ao vaso de origem. A intussuscepção refere-se ao processo pelo qual um único capilar divide-

se longitudinalmente em dois pela formação de um septo (Figura 7).  

A angiogênese é um evento essencial para o desenvolvimento normal dos tecidos e 

homeostase do organismo (Folkman, 2007). Em circunstâncias normais, a formação de novos 

vasos sangüíneos ocorre durante processos inflamatórios e outros fenômenos fisiológicos 

como a cicatrização de feridas, a regeneração de órgãos, e no sistema reprodutor feminino, 

durante a maturação do folículo ovariano, formação do corpo lúteo e regeneração do 

endométrio após o ciclo menstrual. Em tais situações, esse processo é mantido por um 

equilíbrio entre fatores pró-angiogênicos e anti-angiogênicos, garantindo que a 

neovascularização ocorra de maneira regulada. Os vasos sanguíneos são quiescentes e as 

células secretam geralmente baixos níveis de indutores e níveis elevados de inibidores 

(Karamysheva, 2008).  

Por outro lado, na angiogênese patológica, o desequilíbrio entre os fatores 

angiogênicos provoca uma multiplicação descontrolada que culmina com a formação de vasos 

sanguíneos estruturalmente e funcionalmente desordenados (Hasina & Lingen, 2001). Essa 

angiogênese desregulada é um fator importante em vários processos patológicos, como no 

crescimento e metástase de tumores, na artrite reumatóide, retinopatia diabética, obesidade, 

aterosclerose, isquemia e osteoporose (Hoeben et al., 2004). 
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Os mecanismos de inibição da angiogênese in vivo ainda não foram completamente 

elucidados, mas podem envolver apoptose celular, inibição da sinalização dos receptores dos 

fatores de crescimento ou da expressão e/ou ativação das metaloproteinases (Benelli et al., 

2002). Os fatores angiogênicos comumente encontrados nas neoplasias malignas são o fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento do fibroblasto básico 

(bFGF) (Karamysheva, 2008).  

Entre os fatores angiostáticos, enconta-se a trombospondina-1, que inibi a proliferação 

e a migração das células endoteliais, sendo sua expressão negativamente regulada na 

tumorogênese (Tsuztnski & Nicosia, 1996). Dois outros inibidores naturais são a angiostatina 

e endostatina, produzidos pelas próprias células tumorais e gerados por proteólise de 

precursores circulantes inativos de plasminogênio e colágeno XVIII, respectivamente (Poon et 

al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Etapas da angiogênese. O esquema mostra os tipos de angiogênese: brotamento, o mais frequente, 

intussuscepção e pontes trans-endoteliais, e o recrutamento de cálulas progenitoras (EPCs) da medula óssea. 

Retirado de Risau (1997).  
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1.6.1. Angiogênese no câncer  

 

O conceito de que o crescimento de tumores e metástases é dependente do 

desenvolvimento de novos vasos sanguíneos foi formulado por Folkman e colaboradores na 

década de 70 (Folkman, 1990). A vasculatura insuficiente no sítio tumoral cria um ambiente 

de hipóxia que induz a expressão gênica levando à angiogênese, a qual é responsável pela 

efusão de oxigênio e nutrientes, e remoção de metabólitos tóxicos das células neoplásicas em 

proliferação. Além disso, estabelece condições favoráveis para a disseminação metastática, já 

que à medida que ocorre a expansão da vascularização, observa-se um aumento da superfície 

para o escape de células tumorais para a circulação (Karamysheva, 2008).  

Durante a progressão tumoral, as mudanças ambientais e genéticas induzem uma 

"troca angiogênica" com uma regulação positiva de fatores angiogênicos ou baixa regulação 

de inibidores (Poon  et al., 2003). Sinais fisiológicos que podem desencadear a angiogênese 

incluem a hipóxia, mudança no pH, estresse metabólico e citocinas derivadas de resposta 

inflamatória (Auerbach et al., 2003). Esse fenômeno demarca dois estágios do crescimento 

tumoral: a fase pré-vascular - relacionada a um crescimento tumoral lento, com pouca ou 

nenhuma metástase - e a fase vascular, na qual o tumor tem um crescimento rápido e grande 

potencial metastático, sendo geralmente sintomático e clinicamente detectável (Folkman, 

1995).  

Desse modo, a angiogênese é um alvo potencial para a quimioterapia anti-cancer. 

Estudos recentes indicam que as proteases participam de praticamente todos os passos do 

crescimento tumoral, inclusive do processo metastático (Nyberg et al., 2006). 

 

1.6.2. Avaliação da atividade angiogênica  

  

A regulação da angiogênese pode ter muitas aplicações clínicas e na pesquisa. Por 

exemplo, a regulação negativa da angiogênese seria vantajosa durante períodos de  

crescimento neoplásico e inflamação crônica (Schweigerer & Fotsis, 1992); por outro lado, 

uma regulação positiva seria importante para facilitar o estabelecimento de transplantes e na 

regeneração tecidual (Arnold & West, 1991). 

Ensaios de angiogênese são usados para testar a eficácia de agentes pro- e anti-

angiogênicos, baseados em vários modelos in vitro e in vivo.  Existem vários métodos em uso: 
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ensaios de neovascularização da córnea, ensaio in vivo e in vitro da membrana corioalantóica 

de galinha (CAM – corioalantoic membrane assay), e um grupo de ensaios que usam 

implantes de esponjas contendo células ou substâncias a serem testadas, os quais 

correspondem a uma angiogênese inflamatória. Os ensaios in vitro englobam avaliação da 

proliferação, migração e formação de tubo (realizados em cultura de células) e de anel aórtico 

(cultura de órgãos) (Auerbach et al., 2003).  

O ensaio com a membrana corioalantóide de galinha (CAM) in vivo é um dos testes 

mais utilizados, em parte, devido ao seu baixo custo, facilidade e simplicidade de execução, 

prestando-se como triagem de larga escala (Auerbach et al., 2003).  

A membrana corioalantóica embrionária de galinha é uma membrana extra-

embrionária formada por uma fusão da mesoderme com a ecdoterme coriônica, que se 

encontra abaixo da membrana da casca, no quarto dia do desenvolvimento embrionário 

(Hamilton, 1965). Sua expansão progressiva, que inclui a angiogênese microvascular, atende 

às exigências de oxigênio do embrião em desenvolvimento, mediando as trocas gasosas com o 

ambiente extraembrionário até o momento da eclosão. Tal expansão da microcirculação é 

caracterizada pela proliferação de células endoteliais, sendo temporalmente correlacionada 

com a expressão de FGF no fluido corioalantóico. Devido a este fato, a CAM tem uma rede 

capilar muito espessa, que forma uma superfície contínua em contato direto com a casca. 

Durante o período normal de incubação de 21 dias de embriões de galinha, ocorre um 

aumento na taxa de angiogênese na membrana durante o décimo dia, quando o índice mitótico 

então declina rapidamente, e o sistema vascular atinge a sua disposição final ao décimo oitavo 

dia, bem antes da eclosão (Missirlis et al., 1990).                   

A principal desvantagem do ensaio da CAM é que ela já contém uma rede vascular 

bem desenvolvida e por si só sofre mudanças rápidas tanto em sua morfologia quanto na 

velocidade da proliferação de células endoteliais durante o desenvolvimento embrionário. 

Além disso, os ensaios são executados em aves, podendo limitar o aproveitamento integral 

desses resultados em mamíferos. No entanto, o modelo é considerado válido pela literatura 

contemporânea para testes acerca da atividade angiogênica de diversas substâncias como 

esteróides, heparina, anti-cancerígenos e antagonistas de moléculas de adesão, sendo 

crescentes os trabalhos publicados nessa área (Katrancioglu et al., 2012). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 

Considerando que os inibidores de protease do tipo Bowman Birk (BBI) representam 

uma importante alternativa na prevenção do câncer induzido quimicamente e por radiação, 

tornam-se relevantes estudos que utilizem diferentes formas desses inibidores. Além disso, 

por ser uma doença de caráter multifatorial, o desenvolvimento do câncer está ligado à 

desregulação de diversos processos fisiológicos, como expressão e atividade de serino-

proteases e angiogênese.  

Muitos trabalhos mostram que a atividade anti-carcinogênica do BBI – bem como suas 

alças inibitórias isoladas – está ligada à modulação da atividade proteásica, em especial das 

enzimas tripsina, quimotripsina e do proteassoma (Clemente et al., 2011). Apesar de suas 

propriedades, o uso desses inibidores é restringido por sua estabilidade e biodisponibilidade 

limitadas. Para contornar esse fato, vários estudos buscam métodos para a estabilização desses 

inibidores e de seus derivados, visando aumentar o potencial de aplicação clínica desses.      

Desse modo, esse trabalho propõe a construção, por meio de síntese química, das alças 

inibitórias do BBI estabilizadas por motivos dedo de zinco. A técnica empregada para a 

produção dos inibidores é amplamente utilizada para a síntese de polipeptídeos pequenos e 

permite não só a otimização das características das moléculas estudadas – através de mutações 

pontuais na sequência de resíduos – como também a fusão de diferentes sequências de 

aminoácidos. Com isso, a união das propriedades bioativas do BBI à estabilidade esperada 

por motivos dedo de zinco pode dar origem à inibidores com maior estabilidade para testes 

em modelos biológicos, como a regulação da angiogênese e da atividade inibitória sobre 

proteases fisiologicamente importantes. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Sintetizar peptídeos baseados nas cabeças inibitórias do tipo Bowman-Birk, 

estabilizados por motivos dedo de zinco, e avaliar a atividade desses na regulação da 

angiogênese. 

 

3.2. Objetivos específicos 

  

1. Sintetizar e purificar peptídeos análogos às cabeças inibitórias antitripsina e 

antiquimotripsina do inibidor Bowman-Birk; 

 

2. Sintetizar e purificar peptídeos correspondentes a estes dois domínios inibitórios com 

sequencia modificada para conter sítios de coordenação com o íon zinco; 

 

3. Avaliar a atividade inibitória sobre tripsina e quimotripsina e estabilidade dos 

inibidores quando complexados com Zn
 2+

; 

 

4. Avaliar a capacidade dos peptídeos sintéticos quanto à inibição do proteassoma de 

Ratos Wistar; 

 

5. Analisar o efeito angiogênico dos inibidores em membrana corioalantóica de Gallus 

gallus domesticus. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal de Ouro Preto e catalogado sob o protocolo nº 2012/50. 

Para realização dos ensaios foram utilizados concentrados de BBI de soja (BBI-E), 

produzidos em nosso laboratório conforme a metodologia proposta por Yavelow et al.(1985) e 

BBI purificado por coluna de afinidade de tripsina (BBI-PA). 

 

4.1. Síntese dos inibidores peptídicos  

 

Os inibidores peptídicos de tripsina e quimotripsina derivados do BBI (Tabela 1) 

foram sintetizados manualmente sob a forma solúvel, utilizando-se o protocolo de síntese em 

fase sólida estabelecido por Merrifield (1963), com algumas modificações. O processo 

adotado neste trabalho utiliza o grupamento base-lábil Fmoc como protetor dos grupos α-

amino, e derivados t-butilicos (t-Bu) para a proteção das cadeias laterais de resíduos de 

aminoácidos trifuncionais. A resina empregada para o acoplamento dos aminoácidos foi a 

Rink Amide Resin HL (Merck, Alemanha) a 0,78 mmol/g, da qual se utilizou a quantidade 

necessária para um rendimento de 40 µmoles de peptídeo por síntese. 

 

 

Tabela 1: Peptídeos sintéticos baseados nas cabeças inibitórias do BBI, suas respectivas 

nomenclaturas e sequências. Os resíduos envolvidos na coordenação com o zinco são 

mostrados em vermelho.   

 

Peptídeo Nomenclatura Sequência 

Cabeça inibitória de tripsina YCT-trip YCTKSIPPQCG 

Cab. Inib. Trip.com dedo de zinco clássico CPI-trip CPICTKSIPPQHLELRHY 

Cab. Inib. Trip.com dedo de zinco HPI-trip HPICTKSIPPQHLELRHY 

Cabeça inibitória de quimotripsina YCA-quimo YCALSYPAQCG 

Cab. Inib. Quimo.com dedo de zinco clássico CPI-quimo CPICALSYPAQHLELRHY 

Cab. Inib. Quimo.com dedo de zinco HPI-quimo HPICALSYPAQHLELRHY 
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4.1.1. Ativação da resina 

 

Antes da ligação do primeiro derivado de aminoácido, 40 µmoles de resina (52 mg) 

foram colocados em um tubo de síntese ao qual foi adicionada dimetilformamida (DMF) 

suficiente para cobrir toda a resina, permanecendo sob agitação constante por três horas à 

37ºC. Para a liberação do seu grupamento Fmoc, a resina foi coberta com 3 mL de 4-

metilpiperidina 20% (v/v) em DMF e lavada três vezes, por 20 minutos cada, sob agitação 

contínua a temperatura de 37ºC. Em seguida, a resina foi lavada três vezes alternadamente 

com metanol e DMF, utilizando-se 2 mL de cada solvente por lavagem. Todas as lavagens 

foram realizadas com auxílio de uma bomba de vácuo. 

 

4.1.2. Ativação e adição dos aminoácidos a serem acoplados  

 

Na etapa de acoplamento de cada aminoácido, foi empregado um excesso molar de 

quatro vezes (160 µmoles), em relação à quantidade de resina inicial, tanto para o Fmoc-

aminoácido quanto para os agentes de condensação. Os aminoácidos são ligados pelo seu 

grupamento carboxila ao grupamento amino da resina, formando uma ligação peptídica. O 

primeiro aminoácido foi adicionado ao tubo de síntese em um volume de 2 mL de DMF, 

acrescido de 25µL de diisopropilcabodiimida (DIPC) e 23 mg de acetato de etil 2-ciano-2-

(hydroxiimino) (oxyma pure). O DIPC e a oxyma pure são reagentes que permitem a ativação 

da função carboxílica dos aminoácidos Fmoc. Após 2 horas de agitação à 37ºC, todo o líquido 

do tubo de síntese foi retirado, sendo então submetida a uma acetilação preventiva. A 

acetilação impede a continuação do crescimento das cadeias que não reagiram com o 

aminoácido a ser incorporado, e que, consequentemente, se mantêm com o grupo amino-

terminal livre. Dessa forma, 50 µL de uma solução 1:1 de DIPC e anidrido acético foram 

adicionados em 1 mL de DMF ao tubo de síntese, permanecendo sob agitação à 37ºC por 30 

minutos. Ao fim desta etapa, a resina foi lavada três vezes alternadamente com metanol e 

DMF. A desproteção dos grupos α-amínicos (remoção do grupo Fmoc), após a incorporação 

de cada aminoácido, foi realizada lavando-se a resina com 3 mL de uma solução de 4-

metilpiperidina 20% (v/v) em DMF, por três vezes de 10 minutos cada, com agitação contínua 

à 37°C. Os demais aminoácidos foram processados conforme descrito para o acoplamento do 

primeiro aminoácido.  
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4.1.3. Clivagem do peptídeo  

 

Após o término dos ciclos de acoplamento, o último grupamento Fmoc foi eliminado 

com 4-metilpiperidina 20% em DMF, como descrito previamente, e a resina lavada por quatro 

vezes, durante cinco minutos, com 3 mL de diclorometano (DCM). A clivagem final, para 

dissociação do peptídeo da resina, e a desproteção das cadeias laterais foram efetuadas pelo 

tratamento das respectivas peptidil-resinas com 5mL de solução de clivagem contendo 95% 

de TFA. Para os peptídeos contendo cisteína, a solução de clivagem continha 2,5% de β-

mercaptoetanol, a fim de se evitar a formação de pontes dissulfeto. O tubo de reação 

permaneceu sob agitação por quatro horas. A solução contendo os peptídeos foi coletada, 

transferida para tubos de ensaio e os produtos de síntese precipitados com 50 mL de éter 

etílico, permanecendo em repouso overnight à 4ºC. Posteriormente, os precipitados foram 

lavados com éter etílico e centrifugados por três vezes a 1.500 g por 5 minutos. Na última 

etapa, o sobrenadante foi desprezado e o peptídeo ressuspendido em 3 mL de água milli-Q. Os 

peptídeos correspondentes às cabeças inibitórias tradicionais foram submetidos ao processo 

de ciclização, enquanto aqueles contendo resíduos destinados à coordenação com o íon zinco 

foram reduzidos para prevenir a formação de pontes dissulfeto.  

 

4.1.4. Ciclização dos peptídeos 

 

Para os peptídeos correspondentes às cabeças de inibição de tripsina e quimotripsina, 

foi utilizado o processo de ciclização que permite a oxidação e consequente formação de 

pontes dissulfeto entre as cadeias laterais de cisteínas. Os peptídeos liofilizados foram 

dissolvidos em 50 mL de tampão acetato de amônio 50 mM, pH 7.4, contendo 16% de 

dimetilsulfóxido (DMSO). Os tubos contendo as soluções foram mantidos sob agitação por 48 

horas na ausência de luz e novamente submetidos ao processo de liofilização. Os peptídeos 

foram purificados em sistema de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) e 

caracterizados em espectrômetro de massas LCMS-IT-TOF com ionização do tipo 

electrospray. 
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4.1.5. Reação de redução e prevenção de formação de pontes dissulfeto 

 

Depois de liofilizados, os peptídeos com o motivo dedo de zinco foram transferidos 

para frascos apropriados e incubados com um excesso molar de DTT (8 vezes) a 55°C por 2 

horas em tampão Tris.HCl 10 mM, pH 7,2. Passado o período de incubação o pH da solução 

foi ajustado para 2,0, sob atmosfera de nitrogênio, utilizando uma solução de TFA 0,1%, e as 

amostras novamente liofilizadas. Este procedimento teve como objetivo quebrar e/ou evitar a 

formação de pontes dissulfeto que podem ocorrer inter ou intra-cadeias, o que impediria a 

coordenação adequada entre os resíduos de cisteína e o íon zinco. Para realização dos ensaios 

posteriores, o excesso de DTT foi eliminado durante o processo de purificação dos 

fragmentos sintetizados, empregando cromatografia de exclusão molecular em resina G-15 

(Pharmacia LKB Biotechnology) de dimensões 1,0 cm x 15,0 cm equilibrada previamente 

com tampão Tris.HCl 10 mM, pH 7,2. Foram recolhidas manualmente 50 frações de 500 µL 

cada, utilizando-se o mesmo tampão de equilíbrio como eluente.  

 

4.1.6. Purificação dos peptídeos por cromatografia líquida em fase reversa em 

sistema HPLC 

 

Os peptídeos sintetizados em fase sólida foram submetidos à cromatografia de fase 

reversa para a análise de sua pureza. As cromatografias foram realizadas em coluna C18 (250 

mm x 10 mm) (Lichrocart 250-10 Purospher-Shimadzu®), em sistema HPLC Shimadzu®. A 

coluna foi previamente equilibrada com uma solução de água mili-Q e TFA 0,1%. Alíquotas 

de todos os peptídeos (20 μL) foram eluídas em um gradiente de acetonitrila (ACN) variando 

de 25 a 60% em TFA 0,1% durante 30 minutos com uma vazão de 1 mL/minuto,  

monitorando-se a eluição a 280nm. Após a purificação, os peptídeos foram caracterizados e 

identificados por espectrometria de massas.   
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4.1.7. Caracterização dos peptídeos por espectrometria de massas LCMS-IT-TOF 

electrospray  

 

Os peptídeos purificados foram analisados por espectrômetro de massas LCMS-IT-

TOF (Liquid Chromatography Ion Trap Time Of Flight), que opera por ionização do tipo 

electrospray (Shimadzu®). O equipamento foi calibrado utilizando trifluoroacetato de sódio. 

A voltagem capilar foi de 4500 V no modo positivo de ionização, com tempo de acumulação 

de 10 ms. As amostras foram aplicadas através de injeções diretas de alíquotas de 5 μL. Os 

espectros obtidos foram comparados com as massas moleculares preditas pelo software 

ExPASy – Compute PI/Mw tool (disponível em http://web.expasy.org/compute_pi/). 

 

4.1.8. Determinação das soluções estoque de peptídeo  

 

Após a constatação da pureza, cada solução contendo os peptídeos (que possuem 

resíduos de tirosina em suas sequências) foi padronizada para a obtenção de dados 

experimentais. Foi empregado o método de Edelhoch (1967) para determinação teórica do 

coeficiente de extinção molar (ε) em λ 280 nm. Assim, tem-se: 

  

- Método de Edelhoch para determinação da ε de peptídeos e proteínas:  

     ε (L.mol -1 .cm-1) = (nº de Trp).(5700 M
-1 

cm
-1

) + (nº de Tyr).(1280 M
-1 

cm
-1

) + (nº 

de Cys).(125 M
-1 

cm
-1

)  

  O valor de ε é aplicado na equação de Lambert-Beer para determinação da 

concentração da amostra: 

 

- Equação de Lambert-Beer: A = ε.b.c     

           onde ‘A’ é a absorbância da solução de peptídeos em λ 280 nm, ‘ε’ é a 

absortividade molar calculada pelo método de Edelhoch (L.mol-1.cm-1),  ‘b’ é o caminho 

óptico (1 cm) e ‘c’ a concentração (mol.L-1).  

 

 

 

http://web.expasy.org/compute_pi/
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4.2.  Determinação de grupos sulfidrila livres nos peptídeos com motivo dedo de 

zinco.  

  

Para garantir que ocorra a coordenação entre os peptídeos e o íon zinco, é necessário 

confirmar que os grupos sulfidrila estejam na forma reduzida. Para tanto, foi utilizado o teste 

de Ellman’s (Bulaj et al., 1998) que emprega o ácido 5,5’-ditio-bis (2-nitrobenzoico) (DTNB) 

como reagente. Inicialmente uma solução estoque de DTNB 2mM foi preparada em acetato 

de sódio 50 mM pH4,0 e armazenada em refrigerador.  

Para a determinação dos grupos sulfidrila livres foi construída uma curva de calibração 

empregando L-cisteína em tampão Tris-HCl 10 mM,  pH 7,2, partindo-se da concentração de 

1 mM até 15 mM. Uma alíquota de 10 µL de cada uma das soluções padrão de L-cisteína foi 

adicionada a 990 µL de uma solução de DTNB (50 µL da solução estoque de DTNB, 100 µL 

de tampão Tris.HCl 1 M, pH 8,0 e 840 µL de água deionizada) e incubada por 5 minutos à 

temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram transferidas para cubetas de quartzo, 

para leituras de absorbância a 412 nm em espectrofotômetro UV-Vis Shimadzu® duplo feixe, 

utilizando como branco uma solução em que a amostra era omitida. Para os ensaios de cada 

uma das amostras peptídicas empregou-se o mesmo procedimento, utilizando 10 µL de uma 

solução contendo um dos peptídeos, de modo que a concentração final variasse de 1 a 5 mM.    

   

4.3. Titulação com cobalto (Co
2+

) 

    

A coordenação dos inibidores peptídicos com íons cobalto foi realizada conforme 

descrito por Frankel e colaboradores (1987), através de titulação por complexação e teve 

como finalidade a determinação da melhor razão estequiométrica para a coordenação do Zn
2+

 

com os inibidores peptídicos. Como o íon Zn
2+

, quando complexado, não apresenta alterações 

nos espectros de absorção de luz, o íon Co
2+

 foi empregado como sonda espectroscópica. Esse 

procedimento permite avaliar a interação dos peptídeos com íons metálicos, pois a 

coordenação de íons cobalto aos grupos sulfidrila livres resulta em alterações na absorção a 

310 nm e outros comprimentos de onda. 

As amostras liofilizadas foram ressuspendidas em tampão Tris.HCl 10 mM, pH 7,2, 

para um volume final de 300 µL. A titulação foi realizada adicionando-se alíquotas de uma 

solução de cloreto de cobalto na solução contendo um dos peptídeos até se observar a 
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mudança no espectro e atingir a estequiometria desejada. A concentração da solução estoque 

de CoCl2 variou entre os ensaios e foi definida com base na concentração e no número de 

resíduos de cisteína dos peptídeos a serem titulados. Como branco foi utilizado o mesmo 

tampão empregado no preparo das amostras. 

 Os espectros de absorção foram traçados na faixa de 250 a 800 nm, utilizando cubetas 

de quartzo com 1 cm de caminho óptico. 

 

4.4. Ensaios de competição com Zn
2+

 

 

Para verificar a complexação entre o íon zinco e os inibidores peptídicos, à solução 

recém titulada com cobalto foram adicionadas alíquotas de uma solução de ZnCl2 de 

concentração equivalente à de CoCl2. Os espectros foram traçados nas mesmas condições 

citadas acima, até serem observadas mudanças nos espectros em relação àqueles obtidos com 

a titulação do íon cobalto. 

 

4.5. Ensaios Enzimáticos 

 

4.5.1. Atividade initória anti-tripsina bovina 

 

A determinação da atividade tripsínica foi feita de acordo com Erlanger et al., (1961). 

O substrato cromogênico usado foi o cloridrato de N-α-benzoil-DL-arginil-p-nitroanilida (DL-

BApNA), que foi preparado dissolvendo-se 196 mg do composto em 5 mL de 

dimetilsulfóxido (DMSO) para obter a concentração de 9 x 10
-2 

M. Essa solução estoque foi 

mantida no congelador e diluída para a concentração de 9 x 10
-4 

M, no momento do uso, com 

tampão Tris-HCl 0,1 M pH8,1 contendo CaCl2 20 mM.  

Os tubos teste foram constituídos dos seguintes reagentes: DL-BApNA 200 L, tripsina 

20 L a uma concentração de 0,05 mg/mL e 20 L dos inibidores, previamente diluídas em 

tampão NH4HCO3 0,01M pH 8,5. O tubo branco foi constituído de 200 L de substrato e 140 

L de água, enquanto que o tubo controle de atividade enzimática continha 200 L de 

substrato, 20 L de enzima e 20 L de água.  

Os tubos de reação foram homogeneizados em vórtex e incubados em banho-maria a 

37 ºC por aproximadamente 40 minutos. A reação foi paralisada pela adição de 250 L de 
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ácido acético 60% (v/v) e a atividade enzimática quantificada pela medida da absorbância a 

410nm. Para obter medidas confiáveis da atividade inibitória, ou seja, valores de absorbância 

consideravelmente maiores que o ruído do equipamento, as preparações de inibidores foram 

previamente diluídas em série para obter inibição entre 40 e 60% da atividade da tripsina. 

Posteriormente, as percentagens de inibição foram multiplicadas pelo fator de diluição para a 

determinação atividade inibitória, e divididas pela concentração para normalização dos 

resultados.  

 

4.5.2. Atividade inibitória anti-quimotripsina bovina 

  

A determinação da atividade quimotripsínica também foi feita de acordo com Erlanger 

et al (1961). O substrato usado foi o cloridrato de N--benzoil-L-tirosil-p-nitroanilida (L-

BTpNA) que foi preparado dissolvendo-se 182 mg do composto em 5 mL de DMSO para 

obter 9 x 10
-2 

M. Esta solução estoque foi mantida no congelador e diluída no momento do 

uso com Tris-HCl 0,1 M pH 8,1 contendo CaCl2 20 mM e DMSO na proporção de 80% e 

20% respectivamente, para a concentração de 9 x 10
-4 

M. 

O tubo teste foi constituído dos seguintes reagentes: L-BTpNA 200 L, quimotripsina 

20 L a uma concentração de 0,05 mg/mL e 20 L dos inibidores, previamente diluídas em 

tampão NH4HCO3 0,01 M pH 8,5. O tubo branco foi constituído de 200 L de substrato e 20 

L de água, enquanto que o tubo controle da atividade enzimática continha 200 L de 

substrato, 20 L de enzima e 20 L de água.  

Os tubos de reação foram homogeneizados e incubados em banho-maria a 37ºC por 

aproximadamente 40 minutos. Após esse tempo, foram adicionados 250L de ácido acético 

60% (v/v) para paralisar a reação. A atividade enzimática foi quantificada pela medida da 

absorbância a 410nm.  

 

4.5.2.1. Cálculo da Atividade Inibitória (AI):  

Fator de diluição de uma solução de amostra que inibiu entre 40 e 60% as enzimas, 

multiplicado pela porcentagem de inibição* obtida, normalizada pela concentração em 

mg/mL. 
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         * 1 - (AEI/AE) x 100, onde:  

AEI  = Absorvância  a  410nm  do  ensaio  de  inibição  da  atividade  enzimática  

(inibidor  +  enzima  + substrato)  

AE = Absorvância a 410nm do controle do ensaio de atividade enzimática (enzima + 

substrato) 

Os valores finais foram transformados em Unidades de Atividade Inibitória 

Normalizada (UAIN).  

1 UAIN equivale a 1.000.000 AI. 

 

4.5.3. Taxa de hidrólise enzimática 

 

Para a determinação da taxa de hidrólise dos inibidores pela tripsina ou quimotripsina, 

cada enzima e seus respectivos inibidores foram misturados e incubados a 37°C previamente 

aos ensaios de atividade inibitória. Foi adicionado inibidor suficiente para inibir 

aproximadamente 90% da enzima. Foram retiradas alíquotas em tempos crescentes (10, 20, 

30, 60, 90, 120, 135 e 180 min) e a taxa de hidrólise foi determinada analisando-se a retomada 

da atividade enzimática em função do tempo. O experimento foi executado a 37°C em Tris-

HCl 50 mM pH 7,8 contendo CaCl2 10 mM, usando o substrato cromogênico DL-BApNA, 

como descrito nos itens 4.5.1 e 4.5.2.  

 

4.5.4. Determinação da estabilidade térmica dos inibidores 

 

Para avaliar a termoestabilidade dos inibidores, esses foram incubados em banho-

maria à temperatura de 70ºC, retirando-se alíquotas de 20µL em diferentes tempos de 

incubação (10, 20, 30, 60, 90, 120, 135 e 180 min). Essas alíquotas foram imediatamente 

resfriadas em banho de gelo e armazenadas para determinação da atividade inibitória residual 

(como descrito nos itens 4.5.1 e 4.5.2), em relação ao tempo zero.  

 

4.5.5. Determinação da resistência dos inibidores ao ambiente redutor 

 

Para verificar a estabilidade dos inibidores em ambiente redutor, esses foram 

incubados a 37°C em uma solução de ditiotreitol (DTT) 10
-5 

M, previamente aos ensaios de 
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atividade inibitória. Foi adicionado inibidor suficiente para inibir aproximadamente 90% da 

enzima e foram retiradas alíquotas em tempos crescentes (10, 20, 30, 60, 90, 120, 135 e 180 

min), determinando-se e a taxa de hidrólise pela retomada da atividade enzimática em função 

do tempo (como descrito nos itens 4.5.1 e 4.5.2). 

 

 

4.6. Extração de proteínas solúveis 

 

4.6.1. Fígado de Ratos Wistar  

 

A extração de proteínas de fígado foi realizada de acordo com um protocolo 

modificado de Abramova et al., 2004. Aproximadamente, 5,0 g de amostras de fígado foram 

lavados em PBS (tampão fosfato salino) 0,1 M, pH 7,4, e homogeneizados com tampão A 

(Tris-HCl 30 mM pH 7,5; NaCl 100 mM; DTT 1 mM; EDTA 1 mM; MgCl2 5 mM; glicerol 

10%) em tubo Potter por 10 minutos em banho de gelo (100 mg de tecido/mL de tampão A). 

O homogenato foi transferido para tubos de ensaio (1 mL cada) e esses sonicados por 15 

segundos, três vezes a 25 watts, com intervalo de 45 segundos entre cada ciclo (Sonifier 250 

Branson). O homegenato foi reunido e centrifugado a 2000 g por 15 minutos para remoção de 

debris celulares (centrífuga Sorvall 5C). O sobrenadante contendo a fração solúvel fo i 

novamente centrifugado, desta vez a 46000 g por 140 minutos. A seguir, o sobrenadante 

resultante foi reunido e submetido à precipitação por sulfato de amônio a 40% (20 minutos 

para adição contínua do sal; 20 minutos em repouso; 20 minutos de centrifugação a 16000 x g 

a 4°C). O precipitado foi descartado e as proteínas presentes no sobrenadante submetidas à 

precipitação com sulfato de amônio a 70%, conforme descrito anteriormente. Ao final, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 3 mL de tampão B (Tris-HCl 

20 mM pH 7,5; NaCl 250 mM; DTT 1 mM; EDTA 1 mM; MgCl2 5 mM; glicerol 20%).     

 

4.7. Cromatografia de filtração molecular em Fractogel® EMD BioSEC (S) 

 

Os extratos de proteínas solúveis, pré-enriquecidos como descrito no item 4.6.1., 

foram submetidos à cromatografia de filtração molecular em Fractogel® EMD BioSEC (S). A 

coluna utilizada (dimensões: 60 x 1,5 cm) foi previamente equilibrada em tampão B (Tris-
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HCl 20 mM pH 7,5; NaCl 250 mM; DTT 1 mM; EDTA 1 mM; MgCl2 5 mM; glicerol 20%). 

As proteínas foram eluídas com um fluxo aproximado de 12 mL/hora e frações de 4 mL 

recolhidas a cada 20 minutos. O acompanhamento das eluições foi realizado em 

Espectrofotômetro UV-Vis Shimadzu® duplo feixe no comprimento de onda de 280 nm.  

 

4.7.1. Identificação das frações enriquecidas com o proteassoma 20S pela medida 

da atividade quimotripsina-símile  

 

Alíquotas de 10 µL das frações eluídas dos extratos de fígado foram ensaiadas quanto 

à atividade peptidásica em três diferentes condições: substrato; substrato e SDS 0,02%; 

substrato e MG-132 20 μM. Utilizou-se o substrato fluorogênico N-Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-

amido-4-metilcumarina (Sigma Aldrich, EUA) para a determinação da atividade 

quimotripsina-símile. Inicialmente, as alíquotas das frações proteicas foram pré-incubadas a 

37ºC por 15 minutos em tampão 20S (Tris-HCl 50 mM pH 7,5; DTT 1 mM; MgCl2 5 mM). 

Após o período de pré-incubação, o substrato foi adicionado para uma concentração final de 

25 μM em um volume reacional de 125 μL. A reação permaneceu incubada por mais 1 hora, 

sendo interrompida pela adição de 2 mL de SDS 1%. Realizou-se a detecção fluorimétrica em 

espectrofluorímetro Shimadzu® RF-5301PC nos comprimentos de onda 380nm (excitação) e 

440nm (emissão). As frações que possuíam maior quantidade de proteassoma 20S, ou seja, 

frações ativadas pelo SDS 0,02% e inibidas pelo MG-132, foram então agrupadas para os 

ensaios de atividade proteolítica com os inibidores sintetizados. A determinação da 

concentração proteica destas frações foi realizada utilizando-se o método do BCA (Smith et 

al., 1985) (Thermo Scientif, EUA), segundo recomendações do fabricante. 

 

4.8. Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

Cerca de 10 µg das frações enriquecidas com proteassoma 20S provenientes da 

cromatografia de filtração molecular foram analisadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida. A eletroforese foi realizada segundo o método descrito por Laemmli (1970), 

utilizando géis de separação a 10% e géis de concentração a 5% em condições desnaturantes. 

As amostras foram diluídas (1:1) em tampão de amostra (Tris-HCl 0,125 M pH 6,8; SDS 4%; 

glicerol 20%, azul de bromofenol 0,002%) e submetidas a banho de água fervente por 5 
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minutos para desnaturação das proteínas. Utilizou-se como padrão de peso molecular o 

Molecular Weight Marker Kit (Sigma Aldrich, EUA). A amperagem adotada foi de 20 mA 

por gel. Após a corrida em tampão Tris-HCl 25 mM, glicina 0,19 M e SDS 0,1%, o gel foi 

corado com Coomassie Blue R-250 0,025% em 40% de etanol e 7% de ácido acético.  

 

4.9. Avaliação das atividades peptidásicas do proteassoma na presença de 

inibidores 

 

As atividades proteolíticas semelhantes à tripsina e quimotripsina das frações 

enriquecidas com proteassoma 20S da espécie estudada foram analisadas na presença dos 

inibidores propostos. Os substratos fluorogênicos Boc-Val-Pro-Arg-7-amido-4-metilcumarina 

e N-Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-metilcumarina (Sigma Aldrich, EUA) foram utilizados 

para a determinação das atividades tripsina- e quimotripsina-símile, respectivamente. Para 

cada reação, utilizou-se entre 5 e 20 μg de proteínas. As alíquotas das frações proteicas foram 

pré-incubadas a 37ºC por 15 minutos em tampão 20S juntamente com 1 μM de cada inibidor. 

Em seguida, a reação foi iniciada pela adição de 25 μM do substrato fluorogênico e do 

ativador SDS 0,02% em um volume reacional de 125 µL, sendo interrompida após 1 hora 

com 2 mL de SDS a 1%. A detecção fluorimétrica foi realizada em espectrofluorímetro nos 

comprimentos de onda 380nm (excitação) e 440nm (emissão). Determinou-se a concentração 

dos peptídeos conforme descrito no item 4.1.8. As medidas de fluorescência foram realizadas 

em quintuplicata para cada inibidor e os resultados expressos pela atividade inibitória em 

relação à obtida em um grupo controle na ausência de inibidores.    

 

4.10. Ensaio de angiogênese em membrana corioalantóica de Gallus gallus 

domesticus 

 

A atividade angiogênica dos inibidores foi avaliada empregando o ensaio da 

membrana corioalantóica de galinha (CAM) descrito por Auerbach e colaboradores em 1974.  

Ovos de galinha embrionados foram obtidos no comércio local e sua superfície 

higienizada com auxílio de uma esponja seca para remoção de quaisquer dejetos presentes. Os 

ovos foram incubados em chocadeira Brasmatic® à 37ºC, com 60% de umidade e viragem 

automática dos ovos a cada quinze minutos. No oitavo dia de incubação foi aberto um orifício 
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na região inferior do ovo (região correspondente ao saco aéreo) com o auxílio de agulha 

estéril. Neste local foram instilados 7µL da substância a ser testada, por um período de cinco 

dias consecutivos. No décimo quarto dia de incubação os embriões foram anestesiados 

utilizando uma associação de xilasina/quetamina (1:1) e posteriormente sacrificados por 

seccionamento cervical. As membranas corioalantóicas foram removidas e fotografadas em 

microscópio digital (Vimicro corp.). 

 

4.10.1. Quantificação do número de bifurcações dos vasos sanguíneos da 

membrana corioalantóica 

 

Após o registro das imagens, as mesmas foram analisadas com auxílio do software 

Adobe Photoshop®, sendo divididas em quadrantes de 0,5 cm
2
. Foram escolhidos 

aleatoriamente 10 quadrantes (representando aproximadamente 10% da área total da imagem) 

e as bifurcações dos vasos sanguíneos foram quantificadas. Como critério de exclusão, foram 

eliminados os quadrantes apresentando artefatos, vasos de calibre superior a três milímetros, 

preenchimento incompleto do quadrante, ou ainda áreas com baixa resolução. 

 

4.11. Análise estatística 

 

A análise estatística dos resultados foi realizada com o software Graph Pad Prism 

(Versão 5.0). Para os dados que não assumem a distribuição gaussiana utilizou-se o teste de 

Kruskal-Wallis seguido de pós-teste de Dunns. Para os dados que assumem a curva gaussiana, 

empregou-se o teste ANOVA one-way, seguido pelo pós-teste de Tukey. Adotou-se o nível de 

significância p < 0,05 para todas as análises.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1. Planejamento dos peptídeos inibidores análogos ao BBI 

  

Estudos prévios realizados em nosso laboratório (Santos, 2006) e resultados da 

literatura (Billings et al., 1992) demonstraram que, apesar de seus efeitos biológicos in vivo, 

inibidores Bowman-Birk obtidos da soja e da semente de Macrotyloma axillare apresentaram 

distribuição limitada no organismo e baixa difusão tecidual. Como alternativa ao uso do BBI 

em sua forma nativa, os domínios inibitórios sintéticos, os quais retêm a estrutura 

tridimensional original da molécula, podem ser utilizados em estudos farmacológicos (Song et 

al., 2008). No entanto, tais peptídeos sintéticos apresentaram baixa biodisponibilidade (apenas 

5%), possivelmente devido à susceptibilidade à degradação (Amorin, 2009). Dessa forma, a 

síntese de peptídeos com maior estabilidade e que conservem a atividade biológica dos 

homólogos naturais seria uma alternativa interessante para aumentar a meia-vida de peptídeos 

derivados do BBI em sistemas biológicos. 

Para conferir maior estabilidade às cabeças inibitórias sintéticas do BBI, aminoácidos 

correspondentes ao motivo proteico do tipo dedo de zinco foram adicionados nas 

extremidades do loop de inibição. A escolha desse motivo foi baseada na sua função 

estabilizadora em diversas proteínas envolvidas em diferentes processos celulares (Negi et al., 

2004). 

A grande maioria dos estudos realizados com inibidores do tipo Bowman-Birk 

emprega o inibidor encontrado na soja, porém estudos relatam um alto nível de homologia das 

sequências, bem como similaridade de estrutura e propriedades físico-químicas, entre os 

inibidores de soja e de outras plantas, como aqueles obtidos de Macrotyloma axillare (Joubert 

et al., 1979). Além disso, como observado em trabalhos prévios do nosso grupo, o inibidor de 

sementes germinadas de Macrotyloma axillare apresenta melhor atividade inibitória sobre 

tripsina do que os inibidores de soja (Oliveira, 2004). Por outro lado, o domínio inibitório de 

quimotripsina de soja é mais eficiente. Assim, foram propostas estruturas baseadas na 

sequencia do inibidor de tripsina da planta Macrotyloma axillare e na sequencia do inibidor 

de quimotripsina de soja. 
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Nishino e colaboradores (1977) foram os primeiros pesquisadores a demonstrar que 

um peptídeo monocíclico, composto por nove resíduos, baseado no domínio de ligação à 

tripsina foi suficiente para preservar as propriedades inibitórias do inibidor nativo. Gariani e 

colaboradores (1999) estudaram os efeitos na variação dos resíduos de aminoácidos em P2’, a 

partir da comparação de 21 peptídeos sintéticos inibidores de tripsina. Variações no resíduo 

P2’ de peptídeos sintéticos promoveram alterações significativas na constante de inibição, 

confirmando a grande influência desta posição na interação com a enzima. A substituição na 

posição P2’ pelo aminoácido isoleucina resulta em um valor baixo da constante de inibição e 

diminui a taxa de hidrólise dos inibidores (Gariani e et al., 1999).   

Desse modo, o peptídeo antitripsina YCTKSIPPQCG (YCT-trip), contendo o 

aminoácido isoleucina na posição P2’, como descrito por Gariani e colaboradores (1999), e o 

peptídeo YCALSYPAQCG (YCA-quimo) com atividade antiquimotripsina descrito por 

McBride e colaboradores (1996) foram escolhidos para a síntese. Quanto aos peptídeos 

contendo sítios de coordenação com o íon zinco, as sequencias foram desenhadas baseadas na 

estrutura proposta por Iuchi & Kuldell (2005) para que um íon Zn
2+

 possa se coordenar a dois 

resíduos de cisteína e dois resíduos de histidina (Cys-1, Cys-4, His-12 e His-17), como 

encontrado na estrutura clássica de dedos de zinco, ou a um resíduo de cisteína e três de 

histidina, uma estrutura não encontrada naturalmente e descrita por Negi e colaboradores 

(2004). A representação dos peptídeos é mostrada na figura 8. A introdução desse motivo foi 

acompanhada da expectativa de que a estrutura tridimensional do domínio inibitório fosse 

preservada para permitir a interação com as enzimas tripsina e quimotripsina.  

A presença do aminoácido cisteína na região C-terminal prejudica o rendimento da 

síntese de peptídeos em fase sólida. Desse modo, as sequências dos inibidores cíclicos, 

correspondentes aos inibidores tradicionais, foram iniciadas com um resíduo de glicina para 

facilitar a posterior adição de cisteína (Chan & White, 2000), sem alterar a atividade dos 

peptídeos, como já verificado anteriormente por nosso grupo. Outro aminoácido adicionado 

sem o propósito de alterar a funcionalidade dos peptídeos foi um resíduo de tirosina (Y) 

inserido na extremidade N-terminal para facilitar a quantificação espectrofotométrica dos 

mesmos, como descrito no item 4.1.8. Para os peptídeos contendo o motivo dedo de zinco, 

esse resíduo de tirosina (Y) foi adicionado à extremidade C-terminal.  
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Figura 8: Estrutura primária dos inibidores peptídicos cíclicos e com motivos dedo de zinco sintetizados. 1 

Estruturas segundo Iuchi & Kuldell (2005); 2 Sequencia de dedo de zinco contendo três histidinas no sítio de 

coordenação, como descrito por Negi e colaboradores (2004).  

 

Assim, empregando-se a estratégia Fmoc/tBu, os peptídeos foram sintetizados 

manualmente em fase sólida pelo método proposto por Merrifield (1963) . 

 

5.2. Purificação e caracterização dos peptídeos cíclicos  

  

Após a síntese em fase sólida, os peptídeos cíclicos correspondentes aos inibidores 

naturais foram submetidos à cromatografia de fase reversa em sistema HPLC para a análise de 

pureza (Figura 9), apresentando um único pico. Estes peptídeos foram então analisados por 

espectrometria de massas, em espectrômero de massas LCMS-IT-TOF com fonte de 

ionização do tipo electrospray. A figura 10 apresenta os espectros de massas dos inibidores 

peptídicos identificados, destacando-se os picos correspondentes ao peptídeo. 
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Figura 9: Perfis cromatográficos em sistema HPLC dos peptídeos cíclicos sintetizados (fase estacionária: coluna 

C18 - 250 mm x 10mm – Lichrocart 250-10 Purospher). Foi empregado gradiente de ACN variando de 25 a 60% 

em 65 minutos e TFA 0,1% durante 30 minutos sob um fluxo de 1 mL/min. 

 

Os valores de massa molecular corrigidos, encontrados no modo electrospray positivo 

[ES m/z: (M + H)
+
], estão apresentados na Tabela 2. Os resultados foram condizentes com o 

valor teórico esperado, predito pela ferramenta ExPASy – Compute PI/Mw tool, confirmando 

a identidade das estruturas peptídicas sintetizadas e seu grau de pureza. 

 

Figura 10: Espectros de massas obtidos por LCMS-IT-TOF do tipo electrosray dos peptídeos inibidores cíclicos 

YCT-trip e YCA-quimo. Os picos destacados apresentam a relação massa/carga (m/z) referente ao peptídeo com 

a massa molecular esperada. Entre parênteses, é demonstrada a carga positiva adquirida durante a ionização.  
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5.3. Purificação e caracterização dos peptídeos contendo o motivo dedo de zinco 

 

Para a análise dos peptídeos empregados na complexação com o íon Zn
+2

 foi utilizado 

o ditiotreitol (DTT) para redução das ligações dissulfeto, com o objetivo de manter as 

cisteínas em estado livre. A oxidação das cisteínas poderia originar ligações dissulfeto entre 

peptídeos, gerando agregados polipeptídicos com diferentes tempos de retenção, dificultando 

sua purificação por cromatografia.  

O excesso de DTT foi eliminado durante a purificação dos fragmentos sintetizados 

empregando cromatografia de exclusão molecular em coluna contendo resina Sephadex G15. 

As frações livres de DTT foram liofilizadas e novamente submetidas à cromatografia de fase 

reversa para confirmação do sucesso da purificação. Os perfis cromatográficos dos peptídeos 

obtidos após a purificação estão representados na figura 11, juntamente com os respectivos 

cromatogramas obtidos antes da purificação. Houve predominância de um único componente 

principal (picos indicados pelas setas vermelhas) para todos os peptídeos sintetizados, 

demonstrando um grau satisfatório de pureza.  
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Figura 11: Perfis cromatográficos em sistema HPLC dos peptídeos contendo motivo dedo de zinco (fase 

estacionária: coluna C18 - 250 mm x 10 mm - Lichrocart 250-10 Purospher). Foi empregado gradiente de ACN 

de 25 a 60% em 65 minutos e TFA 0,1% durante 30 minutos sob um fluxo de 1 mL/min. ‘A’ e ‘B’ referem-se 

aos picos observados correspondentes ao peptídeo e ao DTT, respectivamente.  

 

Após o processo de purificação, os peptídeos também foram submetidos à 

identificação por espectrometria de massas. A figura 12 apresenta os espectros de massas dos 

peptídeos identificados, com os picos correspondentes ao peptídeo de massa molecular 

esperada destacados em vermelho. Na tabela 2 também se encontram os valores de massa 

molecular corrigidos, encontrados no modo electrospray positivo [ES m/z: (M + H)
+
], e os 

resultados foram condizentes com o valor teórico esperado, confirmando a pureza do material 

obtido após a purificação.  
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       Tabela 2: Valores de massa molecular encontrados por análise em LC-MS.  

Peptídeo Massa 

molecular (g/mol ) 
a
 

ES m/z 

(M+H)
+  b 

YCT-trip 1.356,6 1.355,59 

CPI-trip 2.134,53 2.134,81 

HPI-trip 2.168,53 2.168,15 

YCA-quimo 1.174,34 1.174,75 

CPI-quimo 2.113,47 2.113,04 

HPI-quimo 2.147,47 2.147,09 

 a Valor teórico obtido através do software ExPASy (http://web.expasy.org/compute_pi/) e corrigido 

pela subtração de 1 Da no valor final da massa molecular, devido à utilização da Resina Rink Amide para a 

síntese, de forma que os peptídeos são obtidos com a extremidade C-terminal na forma amidada.  

b Valor encontrado por espectrometria de massas e corrigido pela subtração da carga positiva adquirida 

durante a ionização, de acordo com as figuras 10 e 12. 

 

Figura 12: Espectros de massas obtidos por LCMS-IT-TOF do tipo electrosray dos peptídeos contendo motivo 

do tipo dedo de zinco. Os picos destacados apresentam a relação massa/carga (m/z) referente ao peptídeo com a 

massa molecular esperada. Entre parênteses, é demonstrada a carga positiva adquirida durante a ionização.  

 

 

 

http://web.expasy.org/compute_pi/
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       Figura 12: Continuação. 

 

De maneira geral, os resultados mostrados acima sugerem que os procedimentos 

utilizados para a síntese, clivagem peptídeo-resina e purificação foram bem sucedidos, 

levando à obtenção das seqüências desejadas, confirmadas através dos dados de massa 

molecular e pureza dos produtos sintetizados. 

 

 

5.4. Determinação de grupos sulfidrila livre 

 

Nos motivos dedo de zinco, para que ocorra a interação metal-proteína é essencial que 

os grupos tiol das cadeias laterais dos resíduos de cisteína estejam na sua forma reduzida, 

mesmo em motivos dedo de zinco artificiais, como é o caso do CH3 (Andreini, 2011, Negi et 

al., 2004). Desse modo, para que os inibidores peptídicos sintéticos ofereçam condições 

adequadas para a ligação em questão, é importante quantificar o número de grupos sufidrila 

livres em cada uma das sequências sintetizadas.  

Assim, para quantificá-los, empregou-se o teste de Ellman’s (Bulaj,  et al., 1998) que 

emprega o ácido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) (DTNB), como reagente, seguindo o 

procedimento descrito no item 4.2. A análise de grupos SH livres foi feita para as quatro 

sequências peptídicas contendo dedo de zinco, antes e após os ensaios de titulação com o íon 

cobalto e competição com zinco, e os valores obtidos são apresentados na tabela 3. Nota-se 

que, para os inibidores contendo duas cisteínas, a quantidade de sulfidrila livre (em mM) 
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corresponde aproximadamente ao dobro da concentração dos peptídeos, enquanto que para os 

peptídeos contendo apenas uma cisteína essa razão aproximou-se de um. Esses dados 

mostram que os grupos tiol estão originalmente na forma reduzida, o que permite a utilização 

direta dos mesmos para a complexação com íons metálicos. 

 

5.5. Titulação dos fragmentos peptídicos com íon cobalto  

   

Sondas espectroscópicas desempenham um importante papel na caracterização 

estrutural de moléculas biológicas. Uma boa sonda deve combinar razoável sensibilidade com 

variabilidade das propriedades espectroscópicas, para que possa ser observada em baixas 

concentrações e para fornecer informações sobre propriedades estruturais e/ou dinâmicas do 

sítio de complexação das moléculas em estudo (Frankel et al., 1987). A intensidade dos 

espectros de absorção oferece informações sobre os tipos de ligantes em torno do íon metálico 

e sua geometria. A absorção da luz é acompanhada pelo rearranjo dos elétrons nos orbitais do 

metal e dos ligantes envolvidos, o que reflete nos valores do coeficiente de extinção (Shi et 

al., 1993).   

Para a análise do sitio de ligação do íon zinco (II) em metaloproteínas, é comumente 

empregado como sonda o íon cobalto (II), pois complexos formados com esse metal têm 

espectros de absorção característicos – não apresentados pelo Zn
2+

 devido a diferenças em sua 

configuração eletrônica – e que permitem o acompanhamento das alterações por titulação do 

ligante com o cobalto (Gray, 1980). Dessa forma, mudanças nos espectros no UV-visível 

decorrentes da adição do íon Co
2+ 

foram utilizadas para investigar a geometria do complexo 

peptídeo-metal e para determinar a melhor razão estequiométrica para a coordenação do Zn
2+

 

com os inibidores sintetizados.  

Como pode ser visto na figura 13, a adição sucessiva da solução de cloreto de cobalto 

alterou a absorção de ambos os peptídeos em faixas similares de comprimento de onda 

(indicadas pelas setas vermelhas). A banda de absorção na região de 250 a 300nm 

corresponde a transferência de cargas do grupo tiol do ligante para o metal S → Co(II), e 

ocorre para ambos os peptídeos, indicando que o motivo dedo de zinco CH3 também é capaz 

de interagir com íons metálicos. Vale ressaltar que a concentração do peptídeo HPI-trip no 

ensaio foi aproximadamente o dobro da concentração do peptídeo CPI-trip (que contém o 

dobro de grupos tiol), acarretando na similaridade entre a altura das bandas dessa região. Não 
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obstante a existência de interação do metal com ambos os peptídeos, a determinação dos 

grupos sulfidrila livres após a adição do metal mostra que a formação do complexo foi mais 

eficiente para o peptídeo CPI-trip do que para o peptídeo HPI-trip. Essa menor eficiência pode 

estar relacionada às diferenças de afinidade entre o íon e os peptídeos, as quais seriam 

devidas, provavelmente, aos diferentes resíduos de aminoácidos que compõem o motivo dedo 

de zinco. A diferença do perfil de varreduras entre os peptídeos corrobora com essa hipótese, 

pois indica tipos distintos de interações entre esses e o Co
2+

. 

A titulação pode fornecer ainda informações sobre a geometria de coordenação 

assumida pelo íon após a ligação metal-peptídeo. Essa geometria depende do número de 

elétrons presente na camada de valência ‘d’ do íon e desse modo, complexos com o Zn
2+

 e 

Co
2+

 apresentam, na maioria das vezes, geometria tetraédrica (Haas & Franz, 2009). Isso 

ocorre para os motivos dedo de zinco naturais descritos até o momento, nos quais há no 

mínimo dois grupos –SH presentes mantendo a quelação com o íon (Andreini et al., 2011). 

No entanto, motivos do tipo CH3 e H4 nunca foram encontrados na natureza. Negi e 

colaboradores (2004) sugerem que a coordenação do íon Zn
2+

 com motivos CH3 sintéticos 

(como os peptídeos HPI-trip e HPI-quimo) apresenta geometria pentagonal, diferentemente 

dos motivos naturais C2H2 (como o peptídeo CPI-trip e CPI-quimo), C3H e C4. Tais 

afirmações são feitas com base na análise das bandas na região entre 600 e 700 nm, onde 

maiores intensidades indicam geometria tetraédrica, enquanto que a formação de complexos 

pentagonais gera bandas menores (Párraga et al., 1990). Como mostrado na figura 13, esse 

comportamento pode ser observado para os peptídeos sintetizados em nosso estudo. O sítio de 

coordenação insaturado no zinco complexado ao peptídeo HPI-trip seria ocupado por uma 

molécula de água (Negi et al., 2004).  

A influência da sequência de aminoácidos na formação do complexo é também 

evidenciada pela quantidade de cobalto necessária à saturação (Figura 14). Enquanto que o 

aumento da absorbância a 350 nm durante a titulação do peptídeo contendo duas cisteínas 

ocorre até que sejam atingidas razões metal/peptídeo próximas a 1, para o peptídeo contendo 

apenas uma cisteína a saturação do complexo é obtida em razões metal/peptídeo próximas a 

0,5. Segundo Chen e colaboradores (2000), a alteração da absorbância em comprimentos de 

onda próximos a região do UV pode ser atribuída à transferência de carga do grupo tiol para o 

Co
2+

, justificando as diferenças nessa região do espectro para os dois peptídeos, visto o 

número diferente de resíduos de cisteína apresentado por cada um deles. 
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Figura 13: Espectros de absorção no UV-visível de Cobalto (II) coordenado com os peptídeos CPI-trip (A) com 

0; 0,07; 0,22 e 0,66 eq de Co+2 e HPI-trip (B) com 0; 0,05; 0,20 e 0,65 eq de Co+2. 

 

 

Figura 14: Dependência da banda de transferência de cargas S → Co(II)  a 350 nm, de acordo com o aumento 

da quantidade de número de mols de Co
+2

 adicionado: A: peptídeo CPI-trip; B: peptídeo HPI-trip. 

 

5.6.  Ensaio de competição entre Cobalto e Zinco  

  

A afinidade do Zn
2+

 com os peptídeos sintetizados foi determinada usando 

experimentos de competição com o cobalto, sendo adicionadas alíquotas de ZnCl2 aos 

peptídeos recém titulados. Esses experimentos mostraram que o íon zinco (II) desloca 

facilmente o íon Cobalto (II) do complexo. Como pode ser observado na figura 15, a adição 

de Zn
2+

 altera o espectro de absorção dos peptídeos complexados com cobalto, diminuindo a 
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absorção de luz em todos os comprimentos de onda para o peptídeo CPI-trip e da região entre 

250 e 300 nm para o peptídeo HPI-trip. Esses dados mostram que o Zn
2+

 liga-se ao mesmo 

sítio que o Co
2+

 e apresenta maior constante de dissociação para a formação do complexo, 

uma vez que a concentração da solução de ZnCl2 necessária para o deslocamento do espectro 

é aproximadamente a mesma dos peptídeos, enquanto existe excesso de cobalto no meio.  

Como forma de avaliar a formação do complexo entre o Zn
2+

 e os peptídeos, foi 

realizada a determinação dos grupos sulfidrila livres antes e após os ensaios de complexação. 

A tabela 3 mostra os valores encontrados para as duas situações, e a diminuição no número de 

grupos –SH livres indica o sucesso da formação do complexo zinco-peptídeo. 

Interessantemente, o rendimento da ligação foi maior para os peptídeos contendo dois 

resíduos de cisteína (86 e 89%, para CPI-trip e CPI-quimo, respectivamente) do que para 

aqueles contendo apenas um resíduo que correspondem aos dedos de zinco modificados (72 e 

24%, para HPI-trip e HPI-quimo, respectivamente). Já foi demonstrado que a substituição dos 

resíduos ligantes de motivos dedo de zinco pode aumentar a reatividade do sítio de ligação 

com uma molécula de água, reduzindo sua complexação com metais. (Negi et al., 2004; 

Nomura & Sugiura, 2004). Este fato poderia explicar a menor eficiência para a formação do 

complexo, como notado para o HPI-quimo citado anteriormente. 

 

Figura 15: Deslocamento dos espectros de absorção dos peptídeos CPI-trip na concentração de 63 µM (A) e 

HPI-trip a 133 µM (B) complexados com Co2+ após adição de Zn2+. Linha preta: Espectro com CoCl2 . Linha 

vermelha: Espectro após adição de ZnCl2. 
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Os ensaios não foram realizados para os peptídeos correspondentes à cabeça inibitória 

de quimotripsina, pelo motivo de que a sequência do sítio de coordenação é a mesma presente 

nos peptídeos inibidores de tripsina.              

      

        Tabela 3: Análise da formação de complexo pela titulação de grupos sulfidrila.   

               *Concentração de peptídeo estimada pela absortividade a 280nm. 

 ** Concentração de grupos SH titulados com DTNB. 

 

 

5.7.  Ensaios Enzimáticos 

 

Inibidores da família Bowman-Birk possuem uma estrutura simétrica com dois 

domínios encerrados por uma ligação dissufeto, cada um contendo um sitio de ligação 

independente para as enzimas tripsina e quimotripsina (Clemente et al., 2011). O loop de 

ligação está contido dentro de uma região nonapeptídica. Visto que esse loop isolado é 

fundamentalmente a porção inibitória da molécula íntegra, mas que por outro lado, apresenta 

estabilidade limitada, sua união com sequências estabilizadoras foi proposta para aumentar 

seu potencial de aplicação em situações que necessitem da regulação de proteases. Sabe-se 

que diferentes classes de proteínas dedo de zinco variam na natureza dos resíduos que 

interagem com o íon, mas todas têm em comum o fato de se ligar ao zinco de maneira 

estrutural ao invés de usá-lo em processos catalíticos (Matthews & Sunde, 2002).  

 

 

 

Peptídeo 

 

Concentração

(mM)* 

Previamente à 

adição de 

zinco** 

Após adição 

de zinco** 

Percentagem 

de 

Complexação 

   SH livres 

(mM) 

 SH residual 

(mM) 

 

CPI-trip 4,54  8,81  1,23 86% 

HPI-trip 3,15  3,07  0,85 72% 

CPI-quimo 5,07  9,22  1,04 89% 

HPI-quimo 1,17  1,10  0,84 24% 
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5.7.1. Atividade initória anti-tripsina e anti-quimotripsina bovina 

 

Com vista no descrito acima, os inibidores sintéticos contendo o motivo dedo de zinco 

foram ensaiados quanto suas atividades inibitórias e comparados ao BBI, aqui denominado 

BBI enriquecido (BBI-E), e aos peptídeos cíclicos análogos ao BBI. A pentamidina, um 

inibidor peptidomimético da atividade proteolítica tripsina-símile (Pućkowska et al., 2008), 

também foi inserido em alguns dos ensaios. A tabela 4 mostra as concentrações de cada um 

dos inibidores necessárias para a inibição de 50% da atividade enzimática.  Destacam-se sobre 

a atividade da tripsina o BBI, a pentamidina e o peptídeo YCT-trip.   

 

                Tabela 4: IC 50 dos inibidores utilizados. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Quanto aos peptídeos contendo o motivo dedo de zinco, esses foram ensaiados 

previamente e após a complexação com o íon. Os resultados obtidos comprovam a 

importância do zinco na estruturação dos inibidores, visto a perda de grande parte de sua 

atividade inibitória sem a coordenação com o metal, uma vez que nenhum dos peptídeos 

lineares (sem zinco) alcançou a atividade inibitória de 50%, mesmo nas maiores 

concentrações testadas. Por outro lado, quando complexados com o íon Zn
2+

 todos os 

peptídeos exibiram atividade inibitória de 50% da enzima, nas concentrações mostradas na 

tabela 4. Como visto, são necessárias concentrações mais elevadas dos peptídeos contendo 

dedo de zinco para inibir 50% da atividade das enzimas, em relação aos demais inibidores.  

Para a comparação das atividades inibitórias, os resultados obtidos nos ensaios foram 

normalizados pelas concentrações iniciais dos inibidores e são mostrados na figura 16. 

 

 

Composto Tripsina Quimotripsina 

BBI 2,4 x 10
-7

 4,8x10
-7

 

Pentamidina 3,9 x 10
-6

 Não inibe 

YCT-trip 1,15 x 10
-6
 - 

CPI-trip 1,29 x 10
-4
 - 

HPI-trip 5,22 x 10
-4
 - 

YCA-quimo - 1,9 x 10
-6
 

CPI-quimo - 1,03 x 10
-3
 

HPI-quimo - 4,51 x 10
-3
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Figura 16: Ensaios de atividade enzimática na presença de inibidores de proteases. Os dados foram analisados 

pelo teste ANOVA one-way seguido de pós-teste Tuckey. Adotou-se o nível de significância p < 0,05. n = 5.  

* atividade inibitória significativamente diferente em relação ao BBI de cada grupo. 

** atividade inibitória significativamente diferente em relação ao peptídeo cíclico de cada grupo. 

  

Quanto à atividade antitripsina, a análise demonstra que o inibidor natural é cerca de 

quatro vezes mais ativo do que a cabeça sintética (YCT-trip), e esse ligeiramente mais potente 

do que a pentamidina. Em relação à atividade anti-quimotripsina o peptídeo sintético YCA-

quimo também apresentou-se menos potente que o inibidor natural (diferença de 

aproximadamente quatro vezes). Por outro lado, as atividades inibitórias de todos os peptídeos 

contendo o motivo estrutal dedo de zinco foram muito inferiores aos demais. No entanto, a 

atividade dos peptídeos HPI-trip e HPI-quimo não apresentou diferença estatística dos 

peptídeos contendo duas cisteínas, a despeito do menor rendimento durante a formação de 

complexo com zinco para esses peptídeos. Esses resultados demonstram que a alteração da 

conformação da região inibitória desses peptídeos pela introdução do dedo de zinco 

prejudicou severamente a interação com as respectivas enzimas.   

A exemplo do BBI, todos os outros inibidores exerceram maior atividade sobre a 

protease tripsina do que sobre a quimotripsina. Apesar das diferenças estatísticas encontradas, 

as cabeças inibitórias isoladas (YCT-trip e YCA-quimo) conservam parte da atividade 

inibitória do BBI nativo, em concordância com o que é encontrado na literatura (Gariani et 

al., 1999). A despeito da menor atividade dos peptídeos cíclicos, essa talvez possa ser tomada 

como uma medida mais aproximada da atividade real do BBI, uma vez que a síntese das alças 
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inibitórias elimina a possibilidade da participação de contaminantes, como ocorre no caso do 

extrato de soja enriquecido (Hernandez & Ledesma, 2009).  

Como esperado, a pentamidina possui apenas atividade inibitória sobre a tripsina na 

faixa de concentração próxima a um micromolar (Andrade & Mare-Guia, 1990), e por outro 

lado, não inibiu a quimotripsina (Pućkowska et al., 2008).   

 

5.7.2. Resistência à hidrólise enzimática 

 

Frankel e colaboradores (1987) verificaram que a complexação do íon Zn
2+

 ao motivo 

dedo de zinco protegeu peptídeos da digestão tríptica. Os autores presumiram que o 

dobramento conferido ao peptídeo na presença do zinco o torna menos susceptível à clivagem 

proteolítica.  

Nos ensaios de recuperação da atividade enzimática após incubação com tripsina, o 

peptídeo CPI-trip apresentou comportamento similar aos peptídeos YCT-trip e HPI-trip 

(Figura 17). Esse dado não corrobora com a habilidade do motivo dedo de zinco de estabilizar 

o restante da molécula. Além disso, apesar da menor inibição (maior atividade enzimática 

residual) apresentada pelos peptídeos CPI-trip e YCT-trip ao início do ensaio, nota-se pela 

inclinação das retas, que a perda da capacidade inibitória é mais pronunciada para o BBI do 

que para os três peptídeos, de modo que, ao final dos 180 minutos de incubação a atividade 

tríptica é extremamente semelhante para os três inibidores (aproximadamente 87%).  

 

Figura 17: Taxa de hidrólise pelas enzimas tripsina e quimotripsina, empregando os inibidores BBI (preto); 

YCT-trip (vinho); CPI-trip (azul); HPI-trip (rosa); YCA-quimo (vinho); CPI-quimo (azul); HPI-quimo (rosa). 

Atividade residual da enzima expressa em porcentagem. 
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Para os ensaios de inibição de quimotripsina, também não existe grande diferença 

entre os peptídeos contendo o motivo dedo de zinco e o peptídeo cíclico. Embora a 

susceptibilidade do inibidor natural tenha se apresentado ligeiramente maior, não houve 

nenhum benefício da introdução de dedo de zinco, uma vez que a clinação dos gráficos são 

semelhantes observando-se a mesma recuperação da atividade enzimática ao longo do tempo. 

 

 

5.7.3. Determinação da estabilidade térmica dos inibidores 

 

Em virtude de características como tamanho reduzido, presença de pontes dissulfeto, 

ligações de hidrogênio e resíduos de prolina presentes na alça de inibição, os inibidores do 

tipo Bowman-Birk possuem uma rigidez estrutural que garante sua atividade inibitória até 

mesmo em condições desfavoráveis, como temperaturas elevadas, força iônica e extremos de 

pH, principalmente em condições ácidas (Osman et al., 2002).  

Testes de termoestabilidade foram realizados para o BBI e peptídeos CPI-trip, HPI-

trip, CPI-quimo e HPI-quimo, nos quais a região formadora da ligação dissulfeto foi 

substituída pelo motivo dedo de zinco (Figura 18). 

Para o teste realizado com quimotripsina, nota-se que a inclinação da curva de todos 

os peptídeos é menos acentuada quando comparada à do BBI, o que não aconteceu no ensaio 

empregando a tripsina, onde o BBI mostrou-se mais resistente a variações de temperatura.  

 

Figura 18: Estabilidade térmica dos inibidores frente às enzimas tripsina e quimotripsina. BBI (preto); YCT-trip 

(vinho); CPI-trip (azul); HPI-trip (rosa). BBI (preto); YCA-quimo (vinho); CPI-quimo (azul); HPI-quimo (rosa). 

Atividade residual da enzima expressa em porcentagem. 
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Para a enzima tripsina o peptídeo HPI-trip mostrou-se mais resistente do que os 

peptídeos YCT-trip e CPI-trip. Interessantemente, o CPI-trip mostrou-se mais susceptível à 

variações térmicas do que o cíclico. No entanto, para a quimotripsina, os peptídeos contendo 

dedo de zinco foram mais resistentes do que o peptídeo cíclico, sendo que o CPI-quimo foi o 

mais resistente. Esses resultados estão de acordo com a estabilidade térmica de peptídeos 

contendo dedo de zinco encontrada por Frankel e colaboradores (1987). Os autores 

demonstram que os espectros de dicroísmo celular das moléculas analisadas apresentam 

pequenas alterações – de caráter reversível – na faixa de temperatura de 4ºC a 75ºC. 

 

 

5.7.4. Determinação da resistência dos inibidores ao ambiente redutor 

 

O ambiente redutor proporcionado pelo DTT foi a condição testada que exerceu os 

efeitos mais acentuados sobre os inibidores (Figura 19).  

 

Figura 19: Resistência dos inibidores ao ambiente redutor. BBI (preto); Pentamidina (verde); YCT-trip (vinho); 

CPI-trip (azul); HPI-trip (rosa); BBI (preto); YCA-quimo (vinho); CPI-quimo (azul); HPI-quimo (rosa). 

Atividade residual da enzima expressa em porcentagem. 

 

Analisando a atividade anti-tripsina, observa-se que a presença do agente redutor afeta 

mais a atividade inibitória do BBI do que a dos análogos sintéticos, embora não sejam notadas 

diferenças substanciais de resistencia dos análogos sintéticos. Do ponto de vista da atividade 

anti-quimotripsina, essa condição parece ter um efeito deletério maior sobre a atividade 
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inibitória do BBI, observando-se uma menor atividade do inibidor natural em relação aos 

análogos contendo dedo de zinco e à cabeça de inibição sintética. Embora tenha apresentado 

maior inibição no início do ensaio, a perda de inibição é praticamente instantânea para essa 

região do inibidor, sendo que logo no tempo de 10 minutos a atividade enzimática atinge 

aproximadamente 100%.  

Os peptídeos contendo o motivo dedo de zinco (tanto inibidores de tripsina quanto de 

quimotripsina) mostraram menor resistência ao ambiente redutor, permitindo supor que a 

coordenação com o íon zinco não favoreca a permanência desses em ambiente redutor. 

Considerando as análises de resistência à hidrólise, resistência térmica e resistência à 

presença de agente redutor, concluimos que a introdução do dedo de zinco não trouxe 

vantagens aos inibidores sintéticos.  

 

 

5.8. Ensaios de inibição do proteassoma 20S  

 

Considerando que o efeito quimiopreventivo do BBI é também associado com o 

controle da apoptose e divisão celular, via inibição do proteassoma, e que as subunidades 

catalíticas desse complexo possuem atividade do tipo caspase-símile, tripsina-símile e 

quimotripsina-símile (Kisselev et al., 2006), foi avaliada a atividade dos inibidores peptídicos 

sintetizados, bem como da molécula do BBI e do inibidor de protease pentamidina sobre esse 

complexo proteolítico 20S.  

Desse modo, extratos de proteínas da fração solúvel de fígado de Ratos Wistar pré-

enriquecidos em proteassoma 20S foram obtidos como descrito no item 4.6., e submetidos à 

cromatografia de filtração molecular em resina Fractogel® EMD BioSEC (S). Como pode ser 

observado na figura 20, o intervalo correspondente às frações 19 a 32 apresentou maior nível 

de proteínas, detectadas pela medida da absorbância a 280 nm. Essas frações foram analisadas 

quanto à atividade peptidásica quimotripsina-símile utilizando o substrato Suc-LLVY-MCA na 

presença e na ausência do inibidor MG-132 a 200 µM. O ensaio de atividade peptidásica 

quimotripsina-símile nessas condições permite enriquecer ainda mais o extrato total de 

proteínas solúveis com a fração de interesse (Kimura et al., 2000). 
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Como pode ser observado no perfil cromatográfico (Figura 20) a atividade proteolítica 

se extendeu da fração 20 a fração 36 e apresentou-se defasada da atividade na presença do 

inibidor específico para o proteassoma (MG132). Apenas as frações situadas entre os tubos 22 

a 28, foram recolhidas para se obter uma preparação enriquecida em proteassoma, pelo fato de 

corresponderem às frações de maior massa molecular totalmente inibidas pelo inibidor 

específico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Cromatograma a 280 nm e medidas da atividade peptidásica quimotripsina-símile dos extratos 

proteicos de fígado de Ratos Wistar na ausência e presença de MG-132 a 200 µM. Substrato: Suc-LLVY-MCA. 

UAF: Unidades Arbitrárias de Fluorescência.      

 

As frações recolhidas foram submetidas à SDS-PAGE para análise dos perfis proteicos 

das preparações, como mostrado na figura 21. A seta indica a região compreendida entre as 

bandas proteicas presentes na região entre 20 e 30 kDa, correspondentes às massas 

moleculares de subunidades α do proteassoma 20S, demonstrando um enriquecimento da 

preparação em relação ao extrato total. A permanência dessas e a diminuição da intensidade 

de outras bandas, quando comparadas as canaletas referentes ao extrato total e à fração 

enriquecida, confirmam o enriquecimento da amostra.   
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Figura 21: SDS-PAGE 10% das frações proteicas do extrato total e enriquecidas com proteassoma 20S 

identificadas pela medida da atividade quimotripsina-símile. PMM: Padrão de Massa Molecular; ET: Extrato 

Total; FE: fração enriquecida. Quantidades equivalentes de proteínas (10μg) do extrato total (ET) e da fração 

enriquecida (FE) foram utilizadas.  

 

  

5.8.1. Atividade inibitória sobre o proteassoma 20S  

 

A inibição do sítio quimotripsina-símile do proteassoma pode causar redução da 

proteólise celular diminuindo a sobrevivência de células cancerosas através da inibição do 

crescimento tumoral e da indução de apoptose em diversos modelos experimentais (Kisselev 

et al., 2006). Chen e colaboradores (2005) observaram o acúmulo de substratos poli-

ubiquitinados em células de câncer de mama após a exposição ao BBI, com consequente 

diminuição da expressão de ciclinas regulatórias do ciclo celular. Desse modo, visto a 

importância do BBI como inibidor da atividade quimotripsina-símile proteassomal, nós 

avaliamos o potencial inibitório dos peptídeos sintéticos análogos ao BBI-E e contendo o 

motivo dedo de zinco.   

 

5.8.1.1. Avaliação da atividade quimotripsina-símile  

 

Os potenciais inibitórios dos peptídeos sintetizados, do BBI-E e da pentamidina, foram 

avaliados pela medida da atividade peptidásica na faixa de concentração de 0,1 a 1000 µM 

dos inibidores. A figura 27 (apêndice) mostra que todos os inibidores testados exerceram 
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atividade inibitória sobre o proteassoma. Os resultados encontrados para as concentrações de 

0,1 e 100
 
µM

 
são mostrados na figura 22.  

De forma excepcional, a pentamidina exerceu forte atividade inibitória até mesmo na 

mais baixa concentração testada. A estrutura da pentamidina, a qual é composta por duas 

benzamidinas – análoga à arginina –, não favorece sua interação com sítios catalíticos 

quimotripsina-símile, como mostrado no item 5.7.1.  

Por outro lado, Nguewa e colaboradores (2005) demonstraram que a pentamidina, 

devido sua carga positiva em pH fisiológico, pode alterar a conformação da região básica da 

ubiquitina, responsável pelo endereçamento de proteínas danificadas ao proteassoma, e 

sugerem que, desse modo, o fármaco possa inibir as funções bioquímicas dessa proteína. 

Esses resultados, junto à inibição da função quimotripsina-símile do proteassoma encontrada 

em nosso trabalho, mostram que a pentamidina pode inibir o complexo proteolítico tanto na 

etapa de reconhecimento dos substratos ubiquitinados quanto na proteólise em si, 

empregando-se substratos sintéticos. No nosso caso, a possível explicação para a inibição 

proteassomal seria baseada também nas cargas positivas da pentamidina, as quais 

propiciariam sua interação com as regiões carregadas negativamente presentes na entrada do 

complexo proteassoma, facilitando seu acesso à região catalítica.  

Entre os demais inibidores, o BBI e o YCA-quimo inibiram a atividade quimotripsina-

símile mesmo nas concentrações mais baixas testadas (0,1 e 1 µM) enquanto que os inibidores 

CPI-quimo e HPI-quimo apresentaram atividade somente a partir de 10 µM. Do ponto de 

vista do efeito máximo, entre os peptídeos contendo dedo de zinco, o peptídeo CPI-quimo foi 

o que mostrou valores de atividade mais próximos à atividade do BBI.  

Tanto em relação ao efeito máximo quanto para as concentrações de 0,1 µM, o 

peptídeo YCA-quimo exibiu atividade similar ao BBI, de modo contrário ao que ocorreu para 

os ensaios com a enzima quimotripsina bovina (item 5.7.1.). Esse resultado pode ser 

sustentado pelo fato de não haver necessariamente uma equivalência estrutural entre o sítio da 

quimotripsina bovina e do proteassoma. A inibição do proteassoma é do tipo não-competitiva, 

uma vez que o BBI não alcançaria o interior do complexo proteolítico, e o peptídeo YCA-

quimo com estrutura idêntica ao domínio inibitório do BBI deve se ligar no mesmo sítio do 

proteassoma.   
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Figura 22: Avalição da atividade quimotripsina-símile de proteassoma 20S de fígado de Ratos Wistar na 

presença dos inibidores BBI, Pentamidina e peptídeos YCA-quimo, CPI-quimo e HPI-quimo. A: Concentração 

de 0,1 µM de inibidores; B: Concentração de 100 µM de inibidores. (Tais concentrações foram escolhidas com 

relação à curva mostrada na seção Apêndice). *atividade inibitória significativamente diferente em relação ao 

BBI (p ≤ 0,05).  n = 5. Substrato: Suc-LLVY-MCA. 

  

 

5.8.1.2. Avaliação da atividade tripsina-símile 

 

Apesar das atividades anti-tumorais não terem sido observadas em moléculas de BBI 

modificadas com atividade inibitória apenas para tripsina, a atividade tripsina-símile 

envolvida na carcinogênese deve ser considerada alvo potencial de inibidores do tipo BBI e 

seus derivados (Clementea & Domoney, 2006). Desse modo, embora seja considerada menos 

importante para a proteólise celular, a inibição da atividade tripsina-símile do proteassoma 

também foi avaliada. 

Os resultados dos ensaios de inibição da atividade tripsina-símile do proteassoma 

pelos inibidores testados são mostrados na figura 28 (apêndice). Neste ensaio, os inibidores 

YCT-trip, CPI-trip e HPI-trip foram capazes de inibir a ação do proteassoma apenas à partir 

da concentração de 10 µM. Como discutido anteriormente a estrutura da pentamidina 

possibilita sua interação com sítios catalíticos tripsina-símile. De maneira geral, a inibição da 

atividade tripsina-símile do proteassoma pelos inibidores foi ligeiramente menor quando 

comparada à inibição da atividade quimotripsina-símile (Abramova et al., 2004). 
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Contrariamente ao que foi encontrado no ensaio para a atividade quimotripsina-símile, 

o aumento gradativo da concentração de BBI foi acompanhado pela diminuição de sua 

atividade inibitória, sugerindo que esse efeito pode ser decorrente da complexidade 

modulatória do proteassoma.  

A figura 23 mostra os resultados para as concentrações 0,1 e 100
 
µM. Ao contrário do 

observado para os inibidores CPI-quimo e HPI-quimo no ensaio da atividade quimotripsina-

sínile, os inibidores CPI-trip e HPI-trip apresentaram atividade inibitória similar, sem 

diferenças estatísticas entre si para todas as concentrações testadas, mostrando que nesse caso, 

os peptídeos com dedo de zinco com duas ou uma cisteína exercem a mesma atividade sobre 

o proteassoma. 

 

Figura 23: Atividade inibitória dos inibidores BBI, Pentamidina e peptídeos YCT-trip, CPI-trip e HPI-trip sobre 

a atividade tripsina-símile de proteassoma 20S de fígado de Ratos Wistar. A: Concentração de 0,1 µM de 

inibidores; B: Concentração de 100 µM de inibidores. (Tais concentrações foram escolhidas com relação à curva 

mostrada na seção Apêndice). *atividade inibitória significativamente diferente em relação ao BBI (p ≤ 0,05).  n 

= 5. Substrato: Boc-VPR-MCA.    

 

 Embora os derivados com dedo de zinco tenham apresentado atividade mais baixa em 

relação aos demais inibidores, um efeito inibitório substancial foi notado nas concentrações de 

100 µM. A diminuição da afinidade pela modificação estrutural foi observada, mas a 

atividade inibitória foi preservada. Portanto, essa alteração da estrutura não foi vantajosa do 

ponto de vista da inibição do proteassoma.  
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5.9. Ensaio angiogênico em membrana corioalantóica de Gallus gallus domesticus 

 

Embora ainda não sejam completamente conhecidos os mecanismos pelos quais o BBI 

exerce suas funções anti-carcinogênicas, sua habilidade intrínseca como inibidor de serino-

proteases é fundamental, visto que o BBI quimicamente inativado não tem efeito significativo 

na proliferação de células cancerígenas (Clemente et al., 2010).     

Através da inibição de serino-proteases, o BBI impede a ativação de proteases 

envolvidas na degradação da membrana basal e matriz extracelular, como é o caso da serino-

protease de membrana MT-SP1 (Yamasaki et al., 2003). As metalo-proteases de matriz 

(MMPs), que são secretadas sob a forma de zimogênio, também necessitam da ação de serino-

proteases para assumirem as formas ativas. Essa classe de enzimas participa da destruição da 

matriz extracelular em condições patológicas tais como artrite, doenças cardiovasculares e 

inflamação (Deguchi et al., 2006). Em alguns tipos de tumores, as proteínas MMP-2 e MMP-

9 têm sua esxpressão aumentada em comparação com tecidos normais e sua ativação é 

dependente de tripsina (Duncan et al., 1998). Bawadi e colaboradores (2004) demonstraram 

que o BBI de soja inibiu a ativação tripsina-dependente dessas duas metaloproteases e 

sugerem que o bloqueio de cascatas proteolíticas pode diminuir a angiogênese patológica e, 

como consequência, retardar o processo metastático.    

A fim de verificar o potencial de aplicação dos peptídeos sintetizados no controle da 

angiogênese, foi empregado o modelo da membrana corioalantóica (CAM) de Gallus gallus 

domesticus. Além do BBI enriquecido (BBI-E) empregado nos testes anteriores, foi testado 

também o BBI purificado em coluna de afinidade de tripsina (BBI-PA), praticamente 

destituído da ativida anti-tripsina, com o intuito de verificar a importância desse domínio na 

atividade observada. 

Para todas as concentrações nenhum dos inibidores testados apresentou atividade 

angiogênica pronunciada, uma vez que todos foram significativamente diferentes do controle 

positivo utilizado (figura 29 – apêndice). Os resultados das contagens de bifurcações de vasos 

na membrana estão expostos na figura 24.  

Como pode ser notado, ocorreu um padrão atípico na relação dose-resposta de alguns 

inibidores testados. O efeito anti-angiogênico apresentado pelo BBI-E e YCT-trip, por 

exemplo, mostrou relação inversa com a concentração aplicada. A semelhança nos perfis das 

duas formas de inibidores é evidência concreta que a inversão da relação dose-resposta nesse 
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caso não se deve à presença de impurezas, uma vez que a origem das duas moléculas é de 

natureza distinta. A ausência de atividade anti-angiogenica do BBI purificado em colunas de 

afinidade de tripsina, destituído da atividade anti-tripsina, é também evidência que esse 

padrão atípico de inibição é depente da integridade dessa região.  

 Verifica-se ainda um efeito anti-angiogênico significativo para as espécies inibidoras 

de tripsina BBI-E, YCT-trip e pentamidina, quando em concentrações baixas, em relação ao 

controle negativo. Foi verificada ausência de atividade nas concentrações de 10
2
 e 10

3 
nM 

para os inibidores contendo dedo de zinco e para os inibidores de quimotripsina (YCA-quimo 

e BBI-PA). 

A atividade anti-angiogênica foi observada para os inibidores de quimotripsina YCA-

quimo e CPI-quimo somente nas concentrações mais altas de 10
4
 e 10

5
 nM. Além disso, 

também não foi notada atividade anti-angiogênica para o BBI tratado em coluna de afinidade 

de tripsina (BBI-PA), no qual a porção inibitória de tripsina foi suprimida. Esses resultados 

indicam que a regulação da angiogênese pelo BBI está correlacionada à atividade inibitória de 

tripsina.  

Visto que o efeito anticarcinogênico do BBI é correlacionado principalmente com sua 

capacidade de inibir quimotripsina (Yavelow et al., 1985) e que a inibição dessa protease não 

acarreta em mudanças na angiogênese (Figura 24, peptídeo YCA-quimo e BBI-PA), nossos 

resultados sugerem que o BBI possa suprimir o câncer por meio da modulação de vias 

fisiológicas independentes reguladas por uma das duas proteases.  

Apesar dos efeitos verificados nos testes de inibição do proteassoma, os peptídeos 

contendo dedo de zinco não apresentaram atividade sobre a angiogênese no modelo analisado, 

exceto para as concentrações de 10
4
 e 10

5
 nM do CPI-quimo e 10

2
 nM do HPI-trip. 
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         Figura 24: Número de bifurcações de vasos avaliado na presença de inibidores de proteases. 
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 Na figura 25 são comparados os inibidores que apresentaram atividade anti-

angiogênica na concentração de 10
2
 nM. Pela análise estatística dos resultados pode ser 

observado que todos os inibidores foram ativos, sendo que o BBI-E e YCT-trip apresentaram 

mesma potencia anti-angiogênica que a pentamidina. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Atividade anti-angiogênica dos inibidores de tripsina na concentração de 102 nM. *atividade 

inibitória significativamente diferente em relação ao peptídeo YCT-trip (p ≤ 0,05).  n = 8.  

 

Apesar do maior potencial anti-angiogênico da pentamidina, quando avaliada em 

concentrações acima de 10
2
 nM, sua administração prolongada produz frequentemente 

reações adversas graves em humanos, diminuindo a taxa de crescimento e alterando a 

morfologia de hepatócitos (Parker et al., 1993). Quando aplicada na membrana, a substância 

gerou lesões teciduais não verificadas para os outros  inibidores (Figura 26). Podem ser 

visualizados focos hemorrágicos, com diminuição significativa da vasculogênese ao seu 

redor, de maneira dose-dependente (Figura 24).  

O efeito é consistente com as atividades dos outros inibidores de tripsina, sob o 

aspecto da inibição da angiogênese, embora manifestado de maneira mais intensa, sugerindo 

que os mecanismos podem estar relacionados. Além disso, os inibidores de tripsina do tipo 

Kunitz, oriundos da soja, mostraram atividade anti-angiogênica por meio da inibição do 

VEGF, um importante estimulador da formação de novos vasos (Drewes et al., 2012). 

Entretanto, grande parte dos efeitos provenientes da administração de pentamidina tem sido 

atribuídos à sua capacidade de se ligar ao sulco menor do DNA e inibir a replicação e a 

síntese de proteínas (Hildebrandt et al., 1998). Alguns estudos também apontam sua ação 

direta sobre enzimas envolvidas na reparação de danos no DNA, e ressaltam a possibilidade 
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do seu uso como agente anticancerígeno (Chow et al., 2004). Além disso, a pentamidina 

também inibe enzimas envolvidas na acetilação de histonas e clivagem de regiões alteradas do 

DNA (Kobayashi et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Membranas corioalantóicas após inoculação de cinco doses diárias de 7 µL de pentamidina: A: 107 

nM; B: 106  nM; C: 105 nM; D: 104 nM; E: 103 nM; F: 102 nM; G: 101 nM; H:Controle Negativo. 

 

Embora a pentamidina apresente uma intensa resposta biológica, vários efeitos tóxicos 

foram apontados na literatura (Perilo et al., 2010) que demonstram limitações no uso dessa 

droga. Por outro lado, o inibidor Bowman-Birk de soja foi considerado isento de toxicidade 

em humanos (Armstrong et al., 2000), colocando esses inibidor, bem como seus análogos, 

como potenciais drogas anti-angiogênicas.  
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6. CONCLUSÕES 

 

 A introdução do motivo estrutural dedo de zinco prejudicou as atividades sobre as 

enzimas tripsina e quimotripsina, sobre a atividade do proteassoma e atividade anti-

angiogênica; 

 

 A maioria dos inibidores de tripsina estudados, especialmente a pentamidina, 

apresentaram inibição sobre a atividade quimotripsina-símile do proteassoma de Ratos 

Wistar; 

 

 O inibidor Bowman-Birk apresenta atividade anti-angiogênica em membrana 

corioalantóica de Gallus gallus domesticus; 

 

 A cabeça inibitória sintética anti-tripsina apresentou efeito anti-angiogênico de mesma 

intensidade que o BBI; 

 

 A pentamidina mostrou-se excepcionalmente ativa como agente anti-angiogênico, 

reforçando a hipótese do mecanismo anti-antiangiogênico mediado por enzimas 

tripsina-símile. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

 

 Testar preparações nanoformuladas do BBI e peptídeos ativos, vislumbrando o 

aumento da atividade e biodisponibilidade; 

 

 Avaliar a atividade angiogênica dos peptídeos inibidores de tripsina estudados em 

modelos de mamíferos; 

 

 Testar a utilização da pentamidina e análogos como agentes anti-angiogênicos em 

modelos de mamíferos; 

 

 Explorar o mecanismo de inibição das atividades tripsina-símile no entendimento da 

angiogênese. 
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Figura 27: Curva dose-resposta da avalição da atividade quimotripsina-símile de proteassoma 20S de fígado de 

Ratos Wistar na presença dos inibidores. BBI (azul), Pentamidina (verde) e peptídeos YCA-quimo (rosa), CPI-

quimo (lilás) e HPI-quimo (vinho). Substrato: Suc-LLVY-MCA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Curva dose-resposta da avalição da atividade tripsina-símile de proteassoma 20S de fígado de Ratos 

Wistar na presença dos inibidores. BBI (azul), Pentamidina (verde) e peptídeos YCT-trip (rosa), CPI-trip (lilás) e 

HPI-trip (vinho). Substrato: Boc-VPR-MCA.   
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                    Figura 29: Comparação do número de bifurcações e controle positivo (Estradiol). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Membranas corioalantóicas após inoculação de cinco doses diárias de 7 µL de cada inibidor. 
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             Figura 30: Continuação. 


